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1 Einleitung 
1.1 Makrophagen und deren Rolle bei chronischen (Haut)-
Entzündungen 
Makrophagen werden zu den evolutiv ältesten Zellen des Immunsystems gezählt. Elie 
Metchnikoff beschrieb diesen Zelltyp zum ersten Mal. Er entdeckte die Phagozytose und 
entwickelte die Theorie einer zellulären Genese der Immunität. Er beobachtete, dass sich die von 
ihm so benannten Makrophagen im Fall einer 
Verletzung zum Ort des Geschehens begeben, 
um dort eingedrungene Fremdkörper zu 
phagozytieren (Abbildung 1). Metchnikoff 
konnte das besonders eindrucksvoll zeigen, 
indem er einen Rosendorn in eine Seeigellarve 
einstach und das Einwandern der Makrophagen 
hin zum Fremdkörper und die Aufnahme und 
den Abbau des Fremdkörpers von der Fresszelle 
am Mikroskop beobachtete 1. Es ist heute 
unumstritten, dass phagozytierende Zellen eine 
umfassende, protektive Aufgabe innerhalb des 
Immunsystems übernehmen. Sie gehören zum 
angeborenen Immunsystem und bilden die erste 
Barriere der zellulären Abwehr gegen 
Fremdorganismen, die in den Körper eindringen. 
Die Tatsache, dass diese Zellen eine wichtige Rolle im Immunsystem spielen, spiegelt sich auch 
im negativen Sinne in einer allerdings eher negativen Rolle wider, die sie bei bestimmten 
Krankheiten spielen. Beispielsweise sind bei chronischen Entzündungen und bestimmten Arten 
von Krebs Monozyten und Makrophagen durch genetisch bedingte Fehlfunktionen für die 
Pathogenese dieser Erkrankungen verantwortlich 2.  
Makrophagen entwickeln sich aus den humanen, peripheren Blutmonozyten. Diese Zelllinie 
gehört zu dem mononuklearen Phagozytensystem MPS 3 und hat ihren Ursprung in Stammzellen 
des Knochenmarks 4. Aus diesen Stammzellen differenzieren sie über Monoblasten zu 
Promonozyten und weiter zu Monozyten, die dann zu Gewebemakrophagen ausdifferenzieren 
können 5. Aus dem Knochenmark wandern neu gebildete Monozyten nach 24 Stunden in die 
Abbildung 1: Erste Beschreibung der Makrophagen  
 als „grosse Esser“ durch Metchnikoff.  Makrophagen 
 in  Seeigellarve (Zeichnung von 1884) 
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Blutgefäße und zirkulieren dann für weitere 36 bis 104 Stunden im Blutstrom durch den Körper. 
Eine Entzündung verkürzt die Dauer der Zirkulation im Blutstrom, da die dabei gebildeten 
Produkte (Zytokine) die Monozyten veranlassen, aus den Gefäßen in das Gewebe zu wandern 6. 
Im Zielgewebe findet dann die Reifung und Differenzierung der Blutmonozyten zu 
gewebespezifischen Makrophagen statt 7, 8. Makrophagen entwickeln aufgrund von Umweltreizen 
eine erhebliche Umformbarkeit und Anpassbarkeit, die physiologische Veränderungen der Zelle 
zur Folge hat. Diese Veränderungen können dazu führen, dass sich Makrophagenpopulationen 
mit unterschiedlichen Funktionen entwickeln 9. Als Anpassungsreaktion auf Infektionen und 
Umweltreize, wie z.B. bei der Atopischen Dermatitis, wandern Monozyten verstärkt in das 
Zielgewebe ein, wobei Veränderungen des lokalen Milieus zu einer veränderten Differenzierung 
führen. 
Verschiedene gewebespezifische Markophagen sind bekannt und werden heute in ihrer 
Gesamtheit als Monozyten-Makrophagen System bezeichnet 10. Hierzu gehören auch die 
Makrophagen des Bindegewebes: die Histiocyten. Im zentralen Nervensystem übernehmen 
Mikrogliazellen eine vergleichbare Funktion, in der Leber die Kupffer-Sternzellen, in der Lunge 
die Alveolarmakrophagen, im Knochen die Osteoklasten, im Knorpelgewebe die Chondroklasten 
und in der Plazenta die so genannten Hofbauer-Zellen.  
Die Zellen des Monozyten-Makrophagen Systems haben folgende Gemeinsamkeiten: Sie sind 
12-30 µm groß und besitzen einen ovalen bis nierenförmigen Zellkern. Des Weiteren haben sie 
einen stark ausgeprägten Golgi-Apparat und entwickeln zahlreiche Lysosomen im Zytosol.  
Makrophagen sind die essentiellen Zellen im System der Immunantwort und ihr Beitrag wird auf 
verschiedenen Ebenen der Abwehr wirksam. Sie fungieren als Phagozyten (Internalisierung), 
beteiligen sich an zytotoxischen Vorgängen und an der Antigenpräsentierung und sie übernehmen 
Regulationsaufgaben bei Immunantworten und entzündlichen Prozessen. 
Die zentrale Aufgabe der Makrophagen aber ist, wie der Name schon sagt, die Phagozytose. 
Makrophagen haben unterschiedliche Strategien entwickelt, um Partikel oder Lösungen zu 
internalisieren. Diese werden unterteilt in Pinozytose, Rezeptor-vermittelte Endozytose und 
Phagozytose 11-13. Grundvoraussetzung der Phagozytose von Pathogenen ist entweder die direkte 
Bindung von Tumorzellen oder von Mikroben (Pathogenen) oder die indirekte Bindung über 
Antikörper- und/oder Komplement-Moleküle an die Zelloberfläche der Monozyten 
(Makrophagen). Die direkte Bindung wird über die über antigenspezifische Rezeptoren erreicht. 
Lektin-ähnliche Rezeptoren binden zum Beispiel direkt an die Zuckerseitenketten von Zellen 
oder Fremdmolekülen 14. Die indirekte Bindung erfolgt über Rezeptoren, die den Fc-Teil von 
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Immunglobulinen oder Komplement-Komponenten erkennen. So erkennen die Makrophagen  
Immunkomplexe und opsonisierte Zielzellen 15.  
Monozyten und Makrophagen exprimieren drei verschiedene Fc-Rezeptoren für IgG: FcγRI 
(CD64), FcγRII (CD32), FcγRIII (CD16) 16, 17 und einen schwach affinen Rezeptor für IgE: 
(FcεRIIb) (CD23) 18. FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) vermitteln die Phagozytose bei humanen 
Makrophagen. Durch die Aufnahme von Pathogenen über den IgG-Rezeptor wird ein 
Endozytosevorgang induziert, indem sich die Zellmembran an der Kontaktstelle des Pathogens 
einstülpt, ein Vorgang, der der erste Schritt zur Bildung intrazellulärer Phagosomen ist. Diese 
verschmelzen mit Lysosomen zu Phagolysosomen. Ein niedriger pH-Wert, reaktive 
Sauerstoffverbindungen und proteolytische Enzyme sorgen für die Abtötung und den Abbau von 
Mikroorganismen in den Phagolysosomen 19. Während der Antigenprozessierung in den 
Phagolysosomen werden Bruchstücke (8 bis 12 Aminosäuren) der abgebauten Proteine vom  
MHC-II gebunden 20-22. Dieser Komplex wird dann, membrangebunden, nach außen gestülpt und 
so an der äußeren Zellmembran der Monozyten präsentiert. 
Die so genannte Aktivierung löst bei Makrophagen die Synthese einer ganzen Palette von 
zytotoxischen Produkten aus, wie zum Beispiel TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15 und NO. 
Monozyten können durch IFN, IL-2, LPS oder MDP aktiviert werden. Die proinflammatorischen 
Zytokine werden regulär als Antwort auf eine Infektion sekretiert und sind gegenüber schädlichen 
Mikroorganismen, viral infizierten Zellen und Tumorzellen stark zytotoxisch 23.  
Diese proinflammatorischen Zytokine spielen eine zentrale Rolle bei chronischen Entzündungen 
wie Psoriasis oder atopischer Dermatitis. Die Veränderungen im Zytokinmuster sind für die 
Auslösung und Aufrechterhaltung dieser Entzündungen verantwortlich (siehe 1.4).  
Chronische Hautentzündungen sind die Folge von Dysfunktionen des Immunsystems und 
Dysfunktionen epidermaler Barrieren, die als Ursache genetischer Prädispositionen beschrieben 
werden 2. Das Auftreten dysregulierter Immunzellen, wie z.B. aktivierter Makrophagen, ist 
charakteristisch bei chronischen Hautentzündungen vom Typus der atopischen Dermatitis und 
Psoriasis. Die Makrophagen zeigen dann eine deutliche Überexpression von CD64 (FcγRI) die 
für die Pathologie dieser chronisch entzündlichen Erkrankungen verantwortlich ist. Der Rezeptor 
FcγRI stellt deshalb als Zielmolekül einen idealen Ansatzpunkt für die Antikörper-
Immuntherapie dar. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung 
des CD64 Rezeptors mit assoziierten ITAM 
Strukturen (Van de Winkel et. al 32) 
1.2 Das Zielmolekül CD64  
Etliche Studien verweisen darauf, dass die Überexpression 24 des Rezeptors CD64 ein 
kennzeichnendes Merkmal für verschiedene chronische entzündliche Erkrankungen ist (siehe1.4). 
Deswegen und aufgrund der Tatsache, dass durch Immunglobulin G (IgG) eine erleichterte 
Aufnahme von Antigenen zur Prozessierung und Präsentierung stattfindet 20, 25, ist der CD64 
Rezeptor als Zielmolekül für die Diagnostik und/oder Therapie einsetzbar, so zum Beispiel bei 
der Eliminierung der Makrophagen chronischer Entzündungsherde sowie bei Leishmania-
Infektionen und der Blutplättchendefekte durch Makrophagendysregulation. Eine Eliminierung 
der CD64 überexprimierenden Zellen kann mittelfristig zur Heilung der Erkrankung führen.  
Membranrezeptoren, die den Fc-Teil von Antikörpern erkennen, befinden sich auf 
unterschiedlichen Immunzellen (Monozyten, Makrophagen, DC, NK, Neutrophile usw.). Diese 
Rezeptoren existieren für alle fünf Immunglobulinisotypen (FcαR (IgA); FcδR (IgD); FcεR 
(IgE); FcγR (IgG); FcµR (IgM)). Die Fc-γ Rezeptoren, die die Fc-Domäne von IgG binden, 
bestehen aus einer multigenen Familie, die in drei Klassen unterteilt wird: FcγRI (CD64), FcγRII 
(CD32) und FcγRIII (CD16). Sie unterscheiden sich durch ihre Rezeptorstruktur,  ihre Verteilung 
auf den Immunzellen, ihre Affinität zu IgG und durch die unterschiedlichen ihnen 
nachgeschalteten zellulären Signalkaskaden. Der CD64 ist ein 72kD großes, glykosyliertes 
Transmembranprotein, das konstitutiv ausschließlich an der Oberfläche myeloider Zellen wie der 
von Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen 
exprimiert wird 26. Der humane FcγRI bindet humanes 
monomeres IgG1/IgG3 mit hoher Affinität (108 - 109 M-1), 
wogegen die Bindung an IgG4 und die Interaktion mit 
IgG2 viel schwächer ist 27. Die Bindungsaffinität von H22 
(IgG1/k) an CD64 liegt im picomolaren Bereich 28. IgG-
haltige Immunkomplexe sind in der Lage 
Monozyten/Makrophagen zu aktivieren 29. FcγRs auf den 
Monozyten binden die Fc-Domäne von IgG, wodurch eine 
Reihe von zellulären Funktionen, wie die Phagozytose, 
Antigen-Präsentation, Antikörper-abhängige Zell-
vermittelte Zytotoxizität („antibody-dependent cellular 
cytotoxicity“: ADCC) sowie die Ausschüttung von 
proinflammatorischen und gewebezerstörenden 
Mediatoren, initiiert wird. Diese Immunkomplexe steigern 
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die FcγR-vermittelte Entzündung 30. 
Drei Gene, nämlich FcγRIa, FcγRIb und FcγRIc wurden für den Rezeptor CD64 identifiziert: sie 
sind alle chromosomal auf  1p13 und 1q21 lokalisiert 31 und kodieren die Transkripte FcγRIa, 
FcγRIb1, FcγRIb2 und FcγRIc 32. Die α Kette der (IgG Bindedomäne (FcγRIa) kodiert den 
hochaffinen Rezeptor 33. Dieser besteht aus einer extrazellulären Domäne mit drei 
Immunglobulin-ähnlichen Regionen, über die monomeres IgG mit hoher Affinität gebunden 
werden kann 34, sowie einem singulären Transmembranbereich und einer zytoplasmatischen 
Domäne 26. Die dritte Domäne der FcγRIa ist durch ihre einzigartige, hohe Bindeaffinität 
charakterisiert 35. Auf der γ-Kette des FcγRI befindet sich das so genannte “immunoreceptor 
tyrosine-based activation motif” (ITAM). Bei einer CD64 Quervernetzung durch IgG-
Immunkomplexe wird ITAM phosphoryliert und induziert über eine Kaskade verschiedener 
Kinaseaktivitäten eine intrazelluläre Konzentrationserhöhung von Kalziumionen, die 
verschiedene zelluläre Effektorfunktionen auslöst; unter anderem die Freisetzung von 
inflammatorischen Mediatoren, Endozytosen und Phagozytosen, ADCC und Hyperoxid- 
Produktion.  
Für seine Signalgebung, benötigt der CD64-Rezeptor sowohl die zytosolische Domäne der α-
Kette (FcγRI-CY) als auch die assoziierte Fc-Rezeptor-γ-Kette 36. Die α-Kette ist für die 
Endozytose und Phagozytose der Makrophagen verantwortlich. Ihr fehlen jedoch die bekannten 
Signalmotive; somit ist die Assoziation zur γ-Kette des IgγRI ausschlaggebend, um z.B. eine 
Endozytose und Phagozytose initiieren zu können 37-40. Die Abwesenheit der γ-Kette führt zu 
einer Verringerung der Rezeptorexpression in-vivo: einige funktionale Eigenschaften hingegen, 
wie die Erhöhung der Antigenpräsentation, sind noch immer vorhanden 40, 41. Die intrazelluläre 
Domäne der α-Kette ist für die Antigenpräsentation und die Induktion der Sekretion des 
proinflammatorischen Zytokins IL-6 unabdingbar 37, 41. Eine sehr wichtige Rolle bei der 
Stabilisierung der CD64-Expression auf der Zelloberfläche spielt Filamin A. Mit Filamin A, dem 
mit FcγRI-CY interagierenden Partner, wurde ein Molekül entschlüsselt, das die CD64-Funktion 
kontrolliert 40, 42, 43. Filamin A sorgt dafür, dass CD64 konstitutiv auf den Zellen präsentiert wird 
43
. Auch eine Koimmunpräzipitation mit CD64 konnte nachgewiesen werden 42. Die 
Identifizierung von interagierenden Molekülen mit FcγRI-CY unterstützt die Entschlüsselung der 
Signalwege die die CD64-Rezeptor Funktion kontrollieren. Ein weiteres Molekül, das Periplakin, 
das mit dem CD64-Rezeptor interagiert, wurde von Beekman et. al. beschrieben 40.  Die 
Interaktion und Bindung von Periplakin an FcγRI-CY, dem zytoplasmatischen Teil der α-Kette, 
steuert die CD64-Ligandenbindung, Rezeptormodulierung und die CD64-abhängige 
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Antigenpräsentation. Während der Entzündungsreaktionen wird sowohl der CD64-Rezeptor 31 als 
auch die beschriebenen interagierenden Moleküle Filamin A und Periplakin hoch-reguliert 40. Bei 
einer Entzündungsreaktion können Antigene somit besser gebunden und internalisiert werden. 
Es konnte gezeigt werden, dass die α-Kette Effektorfunktionen induziert, und die zytosolische 
Domäne des CD64 (FcγRI-CY) eine autonome MHC-Klasse-II Lokalisierungssequenz enthält. 
Diese Sequenz reicht aus für den Transport von Rezeptor-Antigen-Komplexen in die 
intrazellulären, MHC-II-bestückten Kompartimente 22. Dort sind sowohl MHC-Klasse-I- als auch 
MHC-Klasse-II-Moleküle lokalisiert, auf die degradierte Antigenpeptide geladen werden 44. Nach 
dem Transport zur Zelloberfläche können sie CD4+- und CD8+-T-Zellen präsentiert werden. 
Dieser Vorgang löst wiederum eine Antikörper-abhängige Zell-vermittelte Zytotoxizität 
(„antibody-dependent cellular cytotoxicity“: ADCC), bzw. die Ausschüttung von Zytokinen und 
anderen Botenstoffen aus. Die durch CD64 induzierten biologischen Prozesse sind unter anderem 
Hyperoxid- und Zytokin-Produktion (INF-γ, TNFα, IL-1, IL-6), Endozytose und Phagozytose, 
sowie Antigen-Präsentierung und Zytotoxizität 45, 46, wobei die Rezeptorregulation dem INF-γ 
zugesprochen wird 47. Ein bestimmter Sequenzbereich, der GRR (INF-γ response region) ist für 
die Induktion des CD64 durch INF-γ verantwortlich 48. In-vitro kann die CD64-Expression durch 
die Stimulation von INF-γ  um das 4-5 fache auf ein Niveau von 60.000 Rezeptoren pro Zelle 
hoch reguliert werden 44.  
Durch die Bindung des Antigens an CD64, kann die Phagozytose von IgG-Antigen-Komplexen 
ausgelöst werden. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass CD64 die Antigenpräsentation 
in-vitro und in-vivo fördert 36, 49. Nach Bindung von IgG an CD64 auf Makrophagen, vermittelt 
der CD64 Rezeptor Endozytose und Phagozytose 50-52.   
CD64 ist ein häufig verwendetes Immunzellepitop zur Diagnostik aktivierter bzw. maligner 
Monozyten bzw. Makrophagen 53. Die wachsende Zahl immundefizienter Patienten, die 
Ausweitung der Transplantationsmedizin, die Zunahmen von Autoimmunerkrankungen und die 
steigende Zahl von akuten Leukämien, bei denen CD64+ Zellen eine Schlüsselrolle zukommt, 
erfordern eine Möglichkeit zur spezifischen Suppression bzw. Elimination des mononukleären 
phagozytierenden Systems (MPS), die durch eine therapeutische Nutzung des CD64-Markers 
realisiert werden könnte.  
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1.3 Therapeutische Antikörper  
Die in der gegenwärtigen Entwicklung größte Gruppe an therapeutischen Proteinen wird durch 
die monoklonalen Antikörper (mAk) und die davon abgeleiteten Konstrukte wie 
Antikörperfragmente und Antikörperfusionsproteine repräsentiert. Die Zahl an vorklinischen und 
klinischen Untersuchungen, die solche Konstrukte verwenden, steigt stetig an 54. Parren et al. 
berichten von derzeit zwei Dutzend monoklonalen Antikörpern, die weltweit für den Einsatz in 
verschiedenen Therapiegebieten wie Krebs, Autoimmun-, Herz-Kreislauf- sowie 
dermatologischen Erkrankungen  zugelassen wurden 55. Die Daten aus dieser Veröffentlichung 
verdeutlichen den sich rasch entwickelnden Markt über die vielfältigen 
Anwendungsmöglichkeiten der therapeutischen Proteine in der Klinik.  
Antikörper-basierte Therapien sind aufgrund der Antikörper-Antigen-Erkennung hochspezifisch 
auf bestimmte Zielmoleküle, wie z.B. Rezeptoren, abgerichtet. Die für diese Therapieform 
besonders geeigneten Antigene sind natürlich solche, die eine prominente Rolle in der Biologie 
der jeweiligen gerichteten Zell- und Gewebeerkrankung spielen. Sie müssen für Antikörper 
zugänglich sein und dürfen in gesunden Zellen (Geweben) keine oder nur eine untergeordnete 
Rolle spielen. Das ideale Zielmolekül sollte außerdem auf den erkrankten Zellen hoch exprimiert 
und auf gesunden Zellen gar nicht oder deutlich geringer exprimiert sein. Damit bieten sich eine 
Reihe von Zelloberflächenmolekülen an, wie zum Beispiel die klinisch validierten 
Oberflächenrezeptoren CD20 (Rituximab Antigen) oder der CD64 Rezeptor, die eine 
Schlüsselrolle bei bestimmten Krebsformen oder chronischen Entzündungen spielen.  
Bei der Entwicklung der therapeutischen Proteine für eine Immuntherapie ist die Wahl und 
Herstellung des geeigneten Antikörperformates, neben der Auswahl des geeigneten Zielmoleküls, 
der wichtigste Schritt. Der therapeutische Antikörper muss das Zielmolekül mit einer hohen 
Affinität sowie einer hohen Spezifität binden. Weiterhin sollte er, wie im Fall der Immuntoxine, 
nach Bindung des Zielrezeptors effektiv von der Zielzelle internalisiert werden und diese auch 
modulieren können.  
Die oben genannten Therapien mit monoklonalen Antikörpern wären nach heutigem Stand der 
Technik ohne verschiedene molekularbiologische Schlüsseltechnologien nicht denkbar. Vor etwa 
30 Jahren wurde der Grundstein für die Technologie zur Herstellung der monoklonalen 
Antikörper (mAk) gelegt. Der deutsche Wissenschaftler Köhler und sein englischer Kollege 
Milstein publizierten 1975 eine Methode, die es ermöglicht, einzelne, ausgereifte B-
Lymphozyten in-vitro bei anhaltender Antikörperproduktion über mehrere Monate und Jahre zu 
kultivieren. Die Immortalisierung der B-Zellen gelang dabei durch Verschmelzung der in-vitro 
nicht auf Dauer überlebensfähigen B-Zellen mit einer immortalen Lymphom-Zelle. Die daraus 
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gewonnenen Hybridomas eröffneten erstmalig die Möglichkeit, unbegrenzte Mengen an 
monoklonalen Antikörpern in-vitro herzustellen 56.  
Der erste therapeutische Antikörper, der mit dieser Technologie erzeugt wurde, war ”Orthoclone” 
(OKT3): er verhindert die Abstoßung eines transplantierten Organs durch Immunsuppression von 
T-Lymphozyten 57.  
Im Bereich der therapeutischen Anwendung der durch Hybridoma generierten Antikörper zeigten 
sich sehr schnell die Grenzen dieser Technologie. Da die Antikörper murinen Ursprungs sind, 
lösen sie, mehrmals beim Menschen appliziert, eine Immunreaktion gegen sich selbst aus, 
wodurch die therapeutische Wirkung schnell neutralisiert wird. Diese humanen anti-Maus-
Antikörper (HAMA) richten sich entweder gegen den konstanten Teil des murinen Antikörpers, 
oder sie sind antiidiotypische Antikörper, d.h. sie richten sich gegen die variable Region des 
murinen Antikörpers. Um solche  Immunreaktionen zu vermeiden, wurden zunächst chimäre 
Antikörper aus humanen konstanten Domänen und murinen variablen Domänen hergestellt 
(Beispiel Rituximab). Weitere Entwicklungen führten zu humanisierten und gänzlich humanen 
Antikörpern. Dies wurde einerseits durch den Fortschritt verschiedener Methoden möglich, die 
unter dem Sammelbegriff rekombinante DNA-Technologien zusammengefasst werden 58. 
Andererseits führten zwei Schlüsseltechnologien zu einem weiteren entscheidenden Fortschritt, 
nämlich zur Entwicklung von Antikörpermolekülen, die den humanen Antikörpern vollends 
gleichen und keine murinen Molekülanteile mehr besitzen: Dies sind die Konstrukte von 
transgenen Mäusen mit humanen Immunglogublin-Genen und die Entwicklung einer Antikörper-
Bibliothek über die Phage-Display-Technologie.  
Beide Technologien ermöglichten die Entwicklung einer ganzen Palette therapeutischer 
Antikörperkandidaten über chimäre Antikörper, humanisierte Antikörper bis hin zu vollständig 
humanen Antikörpern (Abbildung 3) und zu spezifischen diversen Antikörperfragmenten 
(Abbildung 4). Bei dem Einsatz von chimären Antikörpern kommt es, wie bei den murinen 
Antikörpern, auch zur Bildung von humanen Antikörpern, nämlich den anti-chimären 
Antikörpern (HACA). Chimäre Antikörper sind in der konstanten Domänen CL, CH1, CH2 und 
CH3 (siehe Aufbau rekombinante Antikörper 1.3.1) mit den humanen Domänen ausgetauscht und 
besitzen noch einen 33%-igen Mausanteil. Die Humanisierung von Antikörpern geht noch einen 
Schritt weiter in Richtung komplett humaner Antikörper; dabei verbleibt nur noch ein 5-10 %-
iger Mausanteil im AK. Lediglich die spezifitätsbestimmenden hypervariablen Bereiche (CDRs) 
des murinen Antikörpers bleiben erhalten und werden in den “Kontext” humaner “framework”-
Regionen eingefügt („CDR-grafting“) 59. Die weitere Entwicklung hin zu komplett humanen 
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therapeutischen Antikörpern beruhte auf der Immunogenitätsbildung mit den zuvor in der 
Therapie eingesetzten murinen, chimären und humanisierten Antikörpern. 
 
Maus Mensch
100 % 
Maus
~ 33 %  
Maus
5 - 10 %    
Maus
100 % 
Human
Humaner mAk Muriner mAk Chimärer mAk Humanisierter mAk 
 
Abbildung 3: Variationen therapeutischer monoklonaler Antikörper (mAk). Der murine mAk besteht zu 100 % 
aus Mausdomänen, der chimäre mAk zu 33% Mausanteil und der humanisierte mAk zu 5-10% Mausanteil. Der 
humane mAk besitzt keinen Mausanteil, er ist 100 % human.  
 
Die neuste Technologie ist das Engineering von Biopharmazeutika. Durch gentechnologische 
Methoden können gezielt Antikörpermoleküle und Antikörperfragmente als so genannte 
rekombinante Antikörper generiert werden 58. Vor allem steht dabei die Möglichkeit der 
Modifizierung biochemischer und immunologischer Eigenschaften des Antikörpermoleküls 
[Antikörperfragmentes], wie die Steigerung ihres Wirkungsgrades bzw. die Verbesserung 
pharmakokinetischer und pharmakodynamischer Eigenschaften sowie die Koppelung von 
Molekülen zur Erweiterung des Funktionsspektrums der rekombinanten Antikörperkonstrukte im 
Mittelpunkt der Forschung und Entwicklung 60.  
 
1.3.1 Rekombinante Antikörperkonstrukte 
Rekombinante Antikörper sind sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie von großer 
Bedeutung. Die rekombinanten Antikörper sind die schnellst wachsende Klasse der 
therapeutischen Proteine.  Hauptsächliche kommen rekombinante Antikörper in der Therapeutik 
bei Entzündungserkrankungen und Tumorerkrankungen zum Einsatz. Über 30% der 
Biopharmazeutika in klinischen Phasen sind rekombinante Antikörper mit einem bis zum Jahr 
2010 geschätzten Marktwert von 30 Milliarden US Dollar  61, 62.  
Rund 4 % der Bevölkerung leiden an entzündlichen Erkrankungen, die durch das Immunsystem 
aufrechterhalten und als chronisch eingestuft werden. Der Fokus der Forschung bei chronisch 
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entzündlichen Hauterkrankungen, wie Psoriasis, wird neuerdings auf biologische Therapien 
(Biopharmazeutika/Biologics) gelegt 63. Das Ziel dieser Therapien ist ein gerichteter und 
selektiver immunologischer Angriff auf Zielzellen mit weniger Nebenwirkungen als sie bei 
herkömmlichen Therapien auftreten. 
Die rekombinanten Antikörper (Immunglobuline G (IgG)), bestehen aus zwei leichten und zwei 
schweren Ketten (Abbildung 4). Die leichten Ketten bestehen aus zwei Domänen: der variablen 
(VL) und der konstanten Domäne (CL), mit einer molekularen Masse von jeweils 25 kDa. Die 
leichte Kette ist über eine in der CL-Domäne vorhandene intermolekulare Disulfidbrücke mit der 
konstanten CH1-Domäne der jeweiligen schweren Ketten verbunden. Die schweren Ketten, mit 
einer molekularen Masse von je 50 kDa, bestehen ebenfalls aus einer variablen Domäne (VH), an 
die sich am carboxyterminalen Ende drei konstante Domänen (CH1/ CH2/ CH3) anschließen. 
Zusätzliche Flexibilität ist durch die zwischen CH1 und CH2 eingebaute Gelenkregion (hinge-
region) gegeben; zwei intermolekulare Disulfidbrücken sorgen für eine kovalente Verknüpfung 
zwischen den schweren Ketten. Die konstanten Domänen CH2 und CH3 bilden die Fc-Domäne 
des Antikörpers. Die Spezifität eines Antikörpers wird durch sechs hypervariable Bereiche, die so 
genannten komplementaritätsbestimmenden Regionen (complementarity determining regions, 
CDRs), festgelegt. Sie sind Bestandteil der variablen leichten und schweren Ketten (VL und VH), 
die sich jeweils in vier Bereiche geringerer Variabilität (Framework-Regionen: FR1-FR4 jeweils 
in VH bzw. VL) und drei hypervariable Bereiche (CDR: L1, L2, L3 bei VL bzw. H1, H2, H3 bei 
VH) unterteilen. Framework-Regionen, auch als Gerüstregionen bezeichnet, bilden ß-
Faltblattstrukturen aus und liefern dadurch die strukturelle Basis der variablen Domänen. Die 
CDRs bilden den Bereich, der mit dem Antigen bzw. dessen Epitop in Kontakt tritt. Die 
Gesamtheit der CDRs bildet das Paratop eines Antikörpers.  
Neben der durch die variablen Regionen vermittelten Immun-Spezifität hat auch die konstante 
Region der Antikörper eine bedeutsame Aufgabe im Immunsystem. Die zur 
Komplementaktivierung und Phagozytose notwendigen Domänen der konstanten Region sind die 
CH2- und CH3-Regionen der schweren Kette. Sie sind verantwortlich für die Bindung an Fc-
Rezeptoren auf der Zelloberfläche von Makrophagen und natürlichen Killerzellen, sowie für die 
Bindung von C1q zur Initiation des klassischen Komplementwegs. Unkonjugierte monoklonale 
Antikörper (mAks) binden an die Oberfläche von Tumorzellen und können eine Reihe von 
Reaktionen auslösen, die zur Zerstörung der Tumorzelle führen. Der Fc-Teil des Antikörpers 
vermittelt eine Aktivierung der Komplementkaskade und damit eine Lyse der Zelle. Weiterhin 
werden über den Fc-Teil Effektorzellen an die Tumorzelle gebunden, die die so genannte 
antikörperabhängige, zellvermittelte Zytotoxizität auslösen und so ebenfalls zur Vernichtung von 
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Tumorzellen beitragen. Bei den antikörpergestützten Immuntherapien lassen sich zwei 
Hauptstrategien unterscheiden. Der erste Ansatz nutzt das körpereigene Immunsystem zur 
Zerstörung der Antikörper markierten Zielzellen. Es kommt zu einer gezielten, 
antikörpervermittelten Immunantwort, die durch unkonjugierte oder bispezifische Antikörper 
hervorgerufen wird. Durch Blockade von Zytokin- oder Wachstumsrezeptoren können 
Antikörper Apoptose induzieren. Die zweite Strategie verwendet Antikörper (Immuntoxine) als 
Trägermoleküle, um zytotoxisch wirksame Substanzen gezielt zu malignen Zellen zu 
transportieren. Antikörper können an bakterielle oder pflanzliche Toxine, Zytostatika und an 
radioaktive Isotope gekoppelt werden 64.  
 
Abbildung 4: Schematischer Aufbau rekombinanter Antikörperkonstukte: Links ist der Aufbau eines  
Volllängenantikörpers (Immunglobulin G) dargestellt. Die schweren Ketten (rot) und leichten Ketten (blau) des 
Antikörpers sind kovalent über Disulfidbrücken (schwarz) miteinander verbunden. Rechts ist ein rekombinantes 
monovalentes und bivalentes single-chain Fragment (scFvs) dargestellt, welches sich jeweils nur aus den 
Bindungsstellen der schweren und leichten AK-Kette zusammensetzt.  
 
Wie bereits in 1.3 beschrieben stammen viele der bisher hergestellten und angewandten 
Antikörper von der Maus ab. Sie werden beim Menschen als Fremdprotein erkannt und 
induzieren eine Immunreaktion, die somit den angestrebten Therapieerfolg beeinträchtigt. Die 
sekretierten humanen anti-Maus-Antikörper sind überwiegend gegen den Fc-Teil des 
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therapeutischen murinen Antikörpers gerichtet. Diesen unerwünschten Effekt kann man durch 
den Einsatz von Antikörperfragmenten vermindern, die den Fc-Teil nicht mehr enthalten, wie 
zum Beispiel single-chain Fragmente (scFv) (Abbildung 4). ScFvs zählen zusammen mit den 
Fabs zu den am häufigsten eingesetzten Antikörperfragmenten. Es existieren aber zahlreiche 
weitere Antikörperkonstrukte, die über multivalente Eigenschaften und diverse Spezifitäten etc. 
verfügen. Hier sind die bivalenten scFv zu nennen (Abbildung 4), die auch in dieser Arbeit 
(bivalente anti-CD64 scFv) verwendet wurden. Wegen der relativ großen Molekülmasse und 
Größe eines therapeutischen Volllängen-Antikörpers von ca. 150 kDa ist eine Penetration der zu 
therapierenden Zielgewebe oft eingeschränkt. Da Antikörper häufig mit Toxinen oder 
Medikamenten konjugiert werden, kommt es zu einer weiteren Herabsetzung der 
Gewebegängigkeit. Um dies zu vermeiden, können scFvs, die eine geringere Molekülmasse (ca. 
30 kDa) besitzen, verwendet werden. Das scFv setzt sich aus der antigenbindenden Region, den 
variablen Domänen, der schweren (VH) und leichten (VL) Kette eines monoklonalen Antikörpers 
zusammen, welch letztere über einen Peptidlinker (Gly4Ser)3 miteinander verbunden sind  65.  
Die Affinität von Immuntoxinen (1.3.2) für ein bestimmtes Antigen hängt davon ab, wie stark es 
an die Zielzelle bindet und wie lange es mit dem Zielantigen auf der Zelle gebunden ist. Je höher 
die Affinität von Immuntoxinen für die Antigendeterminante, desto höher ist der Erfolg, die 
Zielzelle zu töten. 
Mehrfache Bindestellen, wie z.B. zwei Bindestellen beim bivalenten single-chain- im Gegensatz 
zu einer Bindestelle beim monovalenten single-chain-Konstrukt, reduzieren effektiv die 
Dissoziationsrate (off-rate) und erhöhen die Retentionszeit des Antikörpers, der an dem 
Zielantigen gebunden hat. Es ist bekannt, dass eine höhere Valenz (mehrere Antigen-bindende 
Domänen) zu einer höheren so genannten Avidität führt 66. Bei bivalenten Konstrukten ist die 
Flexibilität erhöht worden und somit auch die Quervernetzung an die Rezeptoren auf der gleichen 
Zelle, was wiederum eine schnellere Internalisierung zur Folge hat.  
Die Klonierung und Expression von scFv-Fragmenten und Immuntoxinen wird meistens in 
Bakterien durchgeführt. Bei der bakteriellen Expression hat sich die periplasmatische Expression 
in E. coli als vorteilhaft erwiesen 67, 68. ScFv-Fragmente können in E. coli zytoplasmatisch im 
großen Maßstab exprimiert werden 69. Rekombinante scFv werden häufig für die Herstellung von 
Immuntoxinen verwendet 70, 71.  
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1.3.2  Rekombinante Immuntoxine 
Immuntoxine sind Immuntherapeutika, die aus einer spezifischen Bindungseinheit (die das 
Antigen oder den exprimierten Rezeptor auf der zu therapierenden Zielzelle bindet), konjugiert 
an eine Toxinkomponente, bestehen. Sie wurden erstmals für diejenige Krebstheraphie 
entwickelt, die alternative Therapeutika wegen der Immunogenität und Krebsresistenz benötigte 
72
. Das Besondere bei vielen Tumorzellen ist, das sie mutierte oder hoch exprimierte Rezeptoren 
auf der Zelloberfläche aufweisen, die normale Zellen nicht oder in einer deutlich geringeren 
Anzahl besitzen. Diese Proteine wurden als Zielmolekül für die gegen sie hergestellten 
Bindungseinheiten am Immuntoxin benutzt, um dadurch die Tumorzelle bzw. Zielzelle spezifisch 
zu eliminieren. Wenn die Bindungseinheit von der Zielzelle internalisiert wird, wird das 
konjugierte Toxin mit in die Zelle aufgenommen und die Zielzelle selektiv getötet, eine normale 
Zelle jedoch nicht. Diese Möglichkeit wurde bereits von Paul Ehrlich postuliert. Seine These war, 
dass man mittelst eines Zellgiftes maligne Zellen im menschlichen Körper spezifisch töten kann. 
Dies sollte durch so genannten Zauberkugeln (magic bullets) geschehen, die sich gegen die 
zellspezifische Bindungsstruktur der Tumorzelle richtet  73.  
Die erste und zweite Generation der Immuntoxine wurde durch die Kopplung nativer Toxine an 
murine Antikörpern mittels Disulfidbrücken hergestellt. Etliche biochemische und 
kristallographische Studien konnten Aufschluss über die Struktur und Funktion der Toxine 
geben, was zu erheblichen Verbesserungen des Proteindesigns führte. Bei der Entwicklung einer 
zweiten Generation von Immuntoxinen wurde dieses Wissen über die Struktur und Funktion der 
Toxine natürlich weidlich ausgenutzt. Die Zellbindedomäne von ETA wurde zum Beispiel 
entfernt, so dass das Toxinfragment nicht mehr an normale Zellen binden konnte; diese Struktur 
wurde dann an den zielzellspezifischen Antikörper gekoppelt. Die Weiterentwicklung der 
zweiten Generation chemisch gekoppelter Immuntoxine erhöhte zwar die verträgliche 
Verabreichungs-Dosis von Immuntoxinen bei Tier und Mensch, löste jedoch nicht das Problem 
der physikochemischen Heterogenität des Produktes. Sowohl der murine Antikörper als auch das 
Toxin müssen separat hergestellt und anschließend chemisch konjugiert werden. Die chemische 
Kopplung erzielt kein definiertes, d.h., reproduzierbares Verhältnis von Antikörper zu Toxin bei 
der Immuntoxin-Herstellung. Dies ist jedoch nach den heutigen Richtlinien von den 
Genehmigungsbehörden. wie z.B. der FDA (Food and Drug Administration, USA) für eine 
therapeutische Anwendung vorgeschrieben. Einige chemisch gekoppelte Immuntoxine haben 
schwach an normale Zellen gebunden. Das führte zu erheblichen Nebenwirkungen, die unter dem 
Begriff ”Vaskular Leak Syndrom” (VLS) zusammengefasst werden. VLS wird durch eine 
Immuntoxin-bedingte massive Schädigung der Endothelien verursacht. Bei einer intravenösen  
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Verabreichung von Immuntoxinen, wurden Endothelzellen der Venen und Arterien hohen 
Konzentrationen von Immuntoxinen ausgesetzt, was dazu führte, dass diese Zellen unspezifisch 
geschädigt wurden. Die Folge war ein massives Eindringen von Flüssigkeit aus dem Blutkreislauf 
in das Gewebe, eine so genannte Ödematisierung bis hin zum vaskulären Zusammenbruch 74, 75. 
Weiterhin zeigte sich beim Einsatz von Immuntoxinen der ersten Generation in-vivo eine 
unzureichende Stabilität (Pharmakokinetik) und eine schlechte Penetrationsrate bei der 
Behandlung von soliden Tumoren 76. 
Eine moderne Lösung sind die mittels „Protein Engineering“ (rekombinanter DNA Technik) 
entwickelten vollständig rekombinanten Immuntoxine 70. Dieses neuartige Design von 
Immuntoxinen erlaubt eine einfache und schnelle Kombination verschiedenster 
Antikörperkonstrukte und Antikörperfragmente (1.4.1) mit unterschiedlichen Toxinen als 
Ausgangsmaterial, um dasjenige Konstrukt zu identifizieren, das die höchste biologische 
Aktivität und geringste Nebenwirkung aufweist 77, 78. Diese so genannte dritte Generation der 
Immuntoxine hat mehrere Vorteile gegenüber den zuvor entwickelten Immuntoxinen der ersten 
Generation, die aus einem vollständigen murinen Antikörper und einem chemisch gekoppelten 
Toxin bestanden. Zu nennen wäre vor allem die einfache genetische Veränderung, da das 
gesamte Fragment von einem Gen kodiert wird. Es besteht die Möglichkeit, scFvs genetisch mit 
Genen von Toxinen oder anderen Effektormolekülen zu verbinden. Das führt zu einer 
individuellen und spezifischen Verbesserung der Bindungsaffinität und Stabilität der 
Immuntoxine 79. Des Weiteren können die rekombinanten Immuntoxine in großen Mengen und in 
homogener Qualität (gleichbleibende Stöchiometrie zwischen Antikörper und Toxin) günstig in 
großen Mengen in Bakterien hergestellt werden.  
Die Bindungseinheit des Immuntoxins kann ein Antikörper oder Ligand sein, der gegen den 
Zielzellrezeptor gerichtet ist. Die Toxinkomponenten können Radionukleotide, niedermolekulare 
Substanzen oder Proteintoxine sein 77, 78, 80.  
Radioimmunkonjugate bestehen aus einem spezifisch an die Tumorzelle bindenden Antikörper, 
der an ein radioaktives Isotop wie Iod, Technetium, Yttrium oder Rhenium gekoppelt ist. Durch 
die Strahlung wird nicht nur die spezifisch gebundene Zelle vernichtet, sondern Zellen, die das 
Antigen nicht tragen. Die Radioimmunkonjugate sind somit zellunspezifischer als die anderen 
oben genannten Immuntoxine.  
Zur Zeit werden in klinischen Studien meistens das Diphterietoxin (DT) oder das Pseudomonas 
Exotoxin A (ETA) eingesetzt, weil diese bakteriellen Toxine im Gegensatz zu humanen Toxinen 
(Angiogenin) viel leichter in E. coli zu exprimieren sind und höhere Aktivitäten im Menschen 
aufweisen. 
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Ein wichtiges Charakteristikum von Immuntoxinen ist die Notwendigkeit ihrer Aufnahme in die 
Zielzelle. Es können daher zur Herstellung von Immuntoxinen keine Antikörper verwendet 
werden, die gegen nicht internalisierende Antigene gerichtet sind.  
Weitere Entwicklungen von rekombinanten Immuntoxinen finden auf dem Gebiet der Erhöhung 
der Sicherheit und Effektivität statt. Um die Immunogenität von therapeutischen Antikörpern 
stark zu reduzieren werden in der derzeitigen Forschung und Entwicklung einerseits komplett 
humane Antikörper entwickelt und verwendet 81, 82. Andererseits wird die zytotoxische Domäne 
der Immuntoxine durch komplett humane zytotoxische Proteine wie Granzym B oder eine 
Ribonuklease wie Angiogenin ersetzt 83, 84, 85. Weiterhin können die Konstrukte durch den Einbau 
von Linker- oder Adapterpeptiden hinsichtlich ihrer spezifischen Toxizität verbessert werden 86. 
Eine Effektivitätssteigerung bezüglich der Aufnahme in die Zielzellen kann durch den Einbau 
einer weiteren Bindungsstelle (siehe Abbildung 4; bivalentes scFv) erzielt werden. Es ist bekannt, 
dass durch die Erhöhung der Valenz eine höhere Avidität, Internalisierung und Zytotoxizität 
erzielt werden kann 87, 88. Diese Thematik ist speziell in dieser Dissertationsarbeit adressiert 
(siehe Kapitel 1.5). 
1.3.2.1 Pseudomonas Exotoxin A basierte Immuntoxine   
Der Einsatz von Pseudomonas-Exotoxin A (ETA) als Toxinkomponente von Immuntoxinen 
wurde durch ihre einfache Exprimierbarkeit in Escherichia coli favorisiert 89. Hauptsächlich wird 
ETA wegen seiner hohen spezifischen Zytotoxizität eingesetzt; die Aufnahme von ein bis zehn 
Molekülen ETA ins Zytosol der Zielzelle reicht aus, um sie durch induzierte Apoptose zu 
zerstören. Da das Wirkungsspektrum der Immuntoxine über die Aktivität des Toxins, das in die 
Zelle internalisiert wird, beschrieben ist, ist ETA ein ideales Toxin zur Herstellung von 
Immuntoxinen.  
Zwei wesentliche Studien aus der Arbeitsgruppe Pastan haben das Design von rekombinanten 
Immuntoxinen mit ETA als Toxinkomponente ermöglicht 90, 91. Dazu gehörte die Untersuchung 
der Kristallstruktur von ETA (613 AS), die zeigte, dass das Toxin aus drei Domänen besteht. Die 
zweite Beobachtung war, dass diese Domänen verschiedene funktionelle Module des Toxins sind 
(Abbildung 5: A: Pseudomonas Exotoxin A).  
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Abbildung 5: Strukturmodell von Exotoxin A, (A: Wedekind et. al. 2001) und dem Elongationsfaktor2-
ExotoxinA-NAD+-Komplex (B: Jorgensen et al. 2008): Die Abbildung 5A-links stellte die Anordung der drei 
Domänen von Exotoxin A in einer dreidimensionalen Struktur dar. Domäne Ia (1-252): lila = ß-Faltblatt, gelb = α-
Helix und Coil; Domäne Ib (365-404): grün = Faltblatt und Coil; Domäne II (253-364): hellblau = Faltblatt und Coil; 
und Domäne III (405-613): rot = α-Helix und Coil, blau = β-Faltblatt. In der Abbildung 5A-rechts ist Exotoxin A 
stereographisch dargestellt. In der aus dem linken Modell abgeleiteten Darstellung ist jede zwanzigste Aminosäure 
der Polypeptidkette angegeben. Das Schema der Orientierung und der Farben der rechten Abbildung basieren auf A-
links. Der Pfeil kennzeichnet die Furin-Schnittstelle. Abbildung 5B repräsentiert den Elongationsfaktor2-ExotoxinA-
NAD+-Komplex. Das Exotoxin A (ExoA, blau) ist mit der Diphthamid-Domäne des Elongationsfaktor 2 (eEF2, 
grün) über das Diphthamid (Diph, rot) gebunden und zum NAD+ hin ausgerichtet. 
 
Die Domäne Ia (AS 1-252) ist die Zell-Bindedomäne. Diese ermöglicht die Bindung von ETA an 
den α2-Makroglobulinrezeptor, der auf vielen verschiedenen Typen von tierischen Zellen 
(normalen und kanzerogenen Zellen) vorhanden ist, sowie die anschließende Aufnahme durch 
rezeptorvermittelte Endozytose 92. Die Domäne II (AS 253-364) ist die Translokations-Domäne, 
welche die Translokation des carboxyterminalen Endes des Toxins (AS 280-613) ins Zytosol 
ermöglicht. Die Translokations-Domäne wird in den Endosomen von der zelleigenen Protease 
Furin pH-abhängig geschnitten 93. Dadurch ändert sich die Konformation des Toxins, die zur 
Translokation der toxischen Domäne des Pseudomonas-Exotoxins (ETA) über das trans-Golgi 
Netzwerk (Golgi) in das endoplasmatische Retikulum (ER) führt und dann frei im Zytosol 
vorliegt (Abbildung 6). Domäne III ist die ADP-Ribosylierungsdomäne, die so genannte 
katalytische Domäne (AS 396-613). Diese Domäne besitzt eine NAD+-Bindestelle. Ein APD-
Ribosylrest aus NAD+ wird unter Abspaltung von Nicotinamid auf das vom Elongationsfaktor-2 
(EF-2) tragende Diphtamid übertragen (Abbildung 5B) 94, 95. Nach der ADP-Ribosylierung kann 
der EF-2 nicht mehr an das Ribosom binden und induziert somit durch die Inhibierung der 
Proteinbiosynthese den Zelltod 96, 97 (Abbildung 6).   
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Die Steigerung der Zytotoxizität von ETA-basierten Immuntoxinen wurde durch die Verwendung 
der Deletionsmutante des ETA (PE38) erzielt (hier: ETA´) 98.  
ETA´ ist eine verkürzte Form von ETA, bei der die Domäne Ia (AS 1-252) und Teile der Domäne 
Ib (AS 365-379) deletiert wurden. ETA besitzt somit keine Zell-Bindedomäne mehr und kann 
genetisch mit einem AK-Fragment fusioniert werden, das sich gegen die zu therapierende 
Zielzelle richtet.  
Zur Konstruktion rekombinanter anti-CD64-Immuntoxine wurde auf DNA-Ebene ETA´ mit 
einem FcγRI-(CD64)-bindenden scFv fusioniert. Mit der Deletionsmutante des Pseudomonas-
Exotoxin A (ETA´) wurden das einzelsträngige, monovalente anti-CD64-ETA´ (H22(scFv)-
ETA´) und das bivalente anti-CD64-ETA´ (H22(scFv)2-ETA´) hergestellt. 
Ein Beispiel für ein ETA-basiertes rekombinantes Immuntoxin, das schon in der klinischen 
Erprobungs-Phase I steht, ist das gegen CD22 gerichtete rekombinante BL22, das mit ETA´ 
fusioniert ist (RFB4(dsFv)-PE38) (Abbildung 6).  
 
H22-ETA
ETA´
ETA
Anti-CD64 (scFv)-ETA´ 
(H22-ETA)
CD64+
überexprimierende Zellen
Zelltod
CD64
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Aufnahme von anti-CD64-(scFv)-ETA´ (modifiziert nach Pastan 
et. al. 2006). Hier ist der Transport von ETA-basierten IT, beispielhaft mit H22(scFv)-ETA´ dargestellt. Nach 
Bindung des Fusionsproteins H22-ETA an die CD64+ Zelle, wird es von dieser internalisiert und in die Endosomen 
transportiert. In den Endosomen wird das Toxin an der Furin-Schnittstelle vom single-chain-Fragment geschnitten. 
Das Toxin (Domäne II und III) wird dadurch in seiner Konformation geändert und über das trans-Golgi-Netzwerk 
(Golgi) zum endoplasmatischen Reticulum (ER) transportiert und liegt anschließend frei im Cytoplasma vor. Die 
katalytische Domäne III fungiert als ADP Ribosyltransferase, die den Elongationsfaktor2 ribosyliert, und somit die 
Proteinsynthese der Zelle an dieser Stelle unterbricht und den Zelltod induziert. 
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Die spezifische Bindung des mono- und bivalenten anti-CD64 single-chain-Fragments dient der 
Selektion und Elimination von CD64-Rezeptor-aktivierten, „dysregulierten“ Zellen.  
Durch den Einsatz des bivalenten Konstruktes erhofft man eine schnellere Internalisierung, die 
dann zu einer höheren Zytotoxizität führen sollte. Dass eine schnellere Internalisierung zu einer 
höheren Zytotoxizität führt, wurde bereits von Du et. al 2008 veröffentlicht. Hier wurde gezeigt, 
dass das ETA-basiertes Immuntoxin BL22 im Vergleich zu anti-CD19 IT, zu einer effizienteren 
Zytotoxizität führt 88. 
 
1.4 Eliminierung chronischer (Haut)-Entzündungen   
Eine Entzündung ist die charakteristische Antwort des Gewebes auf einen äußerlich oder 
innerlich gesetzten Reiz mit der Funktion, den schädigenden Reiz zu beseitigen und 
Gewebezerstörungen zu reparieren. Bei einer Hautentzündung ist auch und gerade die Dermis 
erfasst, weswegen diese entzündliche Reaktion der Haut als Dermatitis bezeichnet wird. Eine 
erste Definition, die der modernen pathophysiologischen Vorstellung der dermo-epidermalen 
Entzündung mit daran anschließender interzellulärer Ödembildung (Spongiose) nahe kommt, ist 
ein Vergleich des Zustandes mit Bezeichnungen wie “aufwallen“, ”aufbrausen“ (gr. εκζεω =  ich 
walle auf) eine Kennzeichnung, wie sie schon der Hofmedikus Kaiser Justimians I. Aetius von 
Amida (6. nachchristl. Jhdt.) zur Charakterisierung dieser Krankheit verwendet hat. Der 
Terminus „Dermatits“ wird im amerikanischen Schrifttum oft mit „Ekzem“ gleichgesetzt und in 
der International Classification of Diseases and Related Health Problems-10 (ICD-10) in der 
Gruppe L20-L30 werden die beiden Namen gegeneinander austauschbar verwendet. Etwa 10% 
der Bevölkerung leiden unter diesen Symptomen, die bei durchaus unterschiedlichen 
Krankheitszuständen entwickelt werden, vor allem aber bei der atopischen Dermatitis (AD) und 
Psoriasis, Erkrankungsformen, die in der Bevölkerung gegenwärtig rapide zunehmen. Ein akutes 
Stadium ist durch folgende Symptome gekennzeichnet: Entzündung der Haut, Rötung, 
Bläschenbildung, Nässen, Knötchenbildung und Juckreitz.  Ein chronisches Stadium entwickelt 
die genannten Symptome des akuten Stadiums dauerhaft oder regelmäßig wiederkehrend. Die 
Entzündung klingt nach Entfernung des Primärreizes nicht (vollständig) ab. 
Die erste Barriere für (potentielle) Pathogene ist die Haut. In den verschiedenen Hautschichten 
bilden Keratinozyten, Langerhans’-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen ein 
Frühwarnsystem indem sie nach einem Antigenkontakt antimikrobielle Peptide, chemotaktische 
Proteine und Zytokine ausschütten 99, 100. Die Pathogene werden abgetötet und die pro-
inflammatorischen Mediatoren wieder reguliert. Immunzellen, wie die Makrophagen, regulieren 
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die Expression von Entzündungsmediatoren wie z.B. Interleukin 1 (IL-1) und Tumor-Nekrose-
Faktor-α (TNF-α) hoch. Die Induktion einer lokalen Entzündung durch IL-1 wird durch 
Agonisten (IL-1α, IL-1ß, IL1R1) sowie deren Antagonisten (IL-1RA und IL-1R2) im gesunden 
Gewebe (Menschen die keine Prädisposition für chronische Entzündungen haben) reguliert, bei 
entzündlichen Gewebeerkrankungen sind sie dagegen dysreguliert 100-102. Unter dem Einfluss des 
IL-1ß werden zum Beispiel bei der Rheumatoiden Arthritis (RA) von Synoviozyten verstärkt 
gewebezerstörende Matrixmetalloproteinasen (MMPs) exprimiert und sezerniert 103-106. Bei 
Entzündungen werden IL-1β und TNF-α verstärkt von aktivierten Makrophagen ausgeschüttet 
und dadurch die Entzündung im Gewebe weiter aufrecht erhalten 25, 107. Interleukin (IL-1ß) und  
der Tumornekrosefaktor (TNF-α) können somit als „Auslöser“, und die Makrophagen als 
Vermittler der chronischen Entzündung bezeichnet werden. Therapieformen zur Hemmung dieser 
Mediatoren und Eliminierung der Makrophagen können denkbar nützlich sein 104, 108.  
Chronische Hautentzündungen wie die atopische Dermatitis (AD) werden - wie oben bereits 
bemerkt - durch genetische Veränderungen ausgelöst. Neueste Studien zeigen, dass den AD-
Patienten im Vergleich zu gesunden Menschen Kollagen-29 in der äußeren Hautschicht fehlt. 
Dieser Defekt der äußeren Epidermis verursacht eine Dysregulation des Immunsystems. Der 
Verlust von Kollagen führt zum klinischen Bild der AD und verdeutlicht die Rolle von Kollagen 
für die epidermale Integrität und Funktion im Haut-Immunsystem 109. Markophagen werden 
wegen der fehlenden Kollagenbarriere schneller aktiviert. Zytokine, die von aktivierten 
Makrophagen ausgeschüttet werden, sind verantwortlich für die chronische Entzündung 110. 
Dysregulierte, aktivierte Makrophagen gelten deswegen als  hauptverantwortliche Elemente einer 
Pathogenese chronischer Hautentzündungen wie AD und Psoriasis. Die Zahl der aktivierten und 
dysregulierten Makrophagen ist in der erkrankten Haut bei chronisch entzündlichen 
Hauterkrankungen deutlich erhöht 111. Eine gezielte Eliminierung der aktivierten Makrophagen 
und Neutralisation von TNF-α haben gezeigt, dass aktivierte, TNF-α ausschüttende 
Makrophagen an der Pathogenese der chronischen Psoriasis beteiligt sind. Des Weiteren konnten 
mehrere Arbeitsgruppen belegen, dass eine gezielte Eliminierung von Makrophagen im 
geschädigten Gewebe ebenfalls zum Abklingen der chronischen Hautentzündungen führt. 
Wichtig bei der gezielten, systemischen Eliminierung von Makrophagen ist, dass durch die 
Therapeutika eine Apoptose induziert wird, bei gleichzeitiger Vermeidung einer Nekrose, die 
sonst unkontrolliert weitere Entzündungsmediatoren freisetzen würde.  
Bei chronischen Hautentzündungen findet sich ein erhöhter Anteil an Makrophagen unter der 
Epidermis der geschädigten Haut 111.  Verschiedene Entzündungsmodelle wurden genutzt, um 
eine Verringerung der Makrophagenaktivität zu erzielen. Durch die Blockierung sekretierter 
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Zytokine konnte eine Reduzierung der Makrophagenaktivität erzielt werden 112, 113 und dieses 
Verfahren somit als Therapieform eingesetzt werden 114,115. Eine Eliminierung der Makrophagen 
führte zum Verschwinden von chronischen Gelenk- 116 und Hautentzündungen 53, 111. Aktivierte 
Makrophagen sind in der durch UV-Irritationen oder SDS-Behandlung induzierten kutanen 
Dermatits an zentraler Stelle der Immunantwort beteiligt (Abbildung 6); sie entwickeln eine 
überregulierte Expression des Fc-Rezeptors CD64. Eine Blockierung von TNF-α durch 
therapeutische Antikörper führte in diesem Modell zur Herunterregulierung von hoch  
exprimiertem CD64 auf Monozyten 117. Die Entdeckung der Tatsache, dass die Rezeptoren für 
IgG (FcγR) auf den dermalen Makrophagen der AD-Patienten stark erhöht sind, und dass sich in 
entzündeter AD-Haut ein erhöhter CD64+-Makrophagenanteil befindet, stellt einen Meilenstein 
für die Antikörper-Immuntherapie zur Behandlung solcher chronischen Entzündungen dar 24. 
Eine gegen CD64-überexprimierende Zellpopulationen gerichtete Immuntheraphie hat sich bei 
der atopischen Dermatitis und rheumatoiden Arthritis als wirksamer Ansatz erwiesen. 
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Abbildung 7: Vergleich der Entzündungsprozesse im Hautmodell (modifiziert nach McCormick et. al. 2000). 
In dieser Abbildung ist die zentrale Rolle der Makrophagen bei chronischer Dermatitis dargestellt, die durch SDS 
oder UV-Strahlung induziert werden kann. (A) Zytokine, entzündliche Mediatoren und Chemokine werden durch 
Makrophagen sekretiert oder ausgelöst. Nach CD64-spezifischer Immuntoxin-Behandlung (B) durch H22-RizinA 
wird bei Markophagen die Apoptose eingeleitet und die DC- und T-Zell-Antwort reduziert.  
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Eine gezielte, zellspezifische Eliminierung der Entzündungsverursacher, nämlich der 
Makrophagen, über den Fc-Rezeptor CD64 (s. 1.2)  mit Hilfe der in dieser Arbeit beschriebenen, 
neu generierten Immuntoxine (1.3) sollte die Entzündung längerfristig stoppen und das 
Immunsystem normalisieren. Wie in Abbildung 6 schematisch dargestellt ist, stehen 
proteolytische Enzyme, Zytokine und Wachstumsfaktoren nach Abklingen einer chronischen 
Hautentzündung wieder im Gleichgewicht, nachdem die dysregulierten, aktivierten Makrophagen 
über die spezifische Bindung des Immuntoxins H22-RizinA an den FcγRI abgetötet wurden  53.  
 
1.5 Zielsetzung 
Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit sollten ETA´-basierte anti-CD64-Immuntoxine in 
monovalenter und bivalenter Form hergestellt und charakterisiert werden. Die anti-CD64 
Immuntoxine, bestehend aus einer oder zwei scFv-Domänen (H22) und einer zytotoxischen 
Domäne (ETA´), sollten spezifisch aktivierte, dysregulierte Makrophagen in-vitro und in-vivo 
abtöten.  
Die Herstellung der Immuntoxine sollte durch eine periplasmatische Expression in E. coli sowohl 
in Schüttelkultur als auch im Fermenter erfolgen. Die ersten Versuche zur Herstellung der 
monovalenten und bivalenten Immuntoxine, H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´, in 
Schüttelkultur, dienten zur Überprüfung der Expressionseffektivität und der Aktivität der 
gewonnenen Immuntoxine auf ihre Bindungsfähigkeit und Zytotoxizität. Nach erfolgreichem 
Abschluss dieser Vortests sollte mit der Herstellung der Immuntoxine im Fermenter begonnen 
werden. Das monovalente und bivalente Konstrukt sollte für die anschließende Charakterisierung 
mit Zellkulturen und Mäusen gereinigt werden. Dazu sollte ein Reinigungsverfahren für die im 
Fermenter hergestellten Immuntoxine entwickelt werden. Eine weitere Aufgabenstellung war es 
unterschiedliche Versuche zur Qualitätserhöhung zu testen und ein spezifisches Verfahren der 
Endotoxinentfernung für ETA-basierte Immuntoxine zu etablieren.   
Nach erfolgreicher Expression und Reinigung des monovalenten und bivalenten Immuntoxins 
sollte aufgeklärt werden wie sich die Valenz der beiden Konstrukte auf die 
Bindungseigenschaften und Zytotoxizitäten auswirken. Daran anschließend sollten die 
Immuntoxine auf ihre Internalisierungs- und Apoptoseeigenschaften hin charakterisiert werden. 
Abschließendes Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, im Anschluss an eine erfolgreiche in-vitro-
Charakterisierung, die rekombinant hergestellten anti-CD64-Immuntoxine im Mausmodell zu 
untersuchen. Dabei sollte bestenfalls eine spezifische Elimination der dysregulierten, aktivierten 
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Makrophagen induziert werden, um damit die durch SDS hervorgerufene Hautentzündung 
aufzulösen. 
Ein schematischer Überblick über den Aufbau dieser Dissertationsarbeit zur Herstellung und 
Charakterisierung der anti-CD64 Immuntoxine ist in Abbildung 8 dargestellt: 
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Abbildung 8: Schematischer Überblick über den Aufbau dieser Dissertationsarbeit  
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Alle verwendeten Chemikalien und Fertiglösungen wiesen den Reinheitsgrad zur Analyse auf 
und wurden von folgenden Firmen bezogen: 
Becton Dickinson (München), Bioscience Clontech (Heidelberg), Biochrom (Berlin), BioRad 
(München), Cytogen (Obermörlen), Gibco BRL (Eggstein), Invitrogen (Leek, Niederlande), 
KMF Laborchemie (St. Augustin), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (NEB) 
(Schwalbach), Promega (Mannheim), Roche Molecular Biochemicals (Mannheim), Roth 
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Deisenhofen). 
Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen:  
Amersham Biosciences (Freiburg), Biozym (Oldendorf), Corning Inc. (Schiphol-Rijk, 
Niederlande), Eppendorf (Hamburg), Greiner (Solingen), Hewlett-Packard (München), Millipore 
(Eschborn), Nunc (Biebrich), Pall Filtron (Northborough, MA, USA), Roth (Karlsruhe), Schott-
Glaswerke GmbH (Neufahrn/San Diego), Starlab (Ahrensburg) und Whatman (Maidstone, 
England).  
2.1.2 Geräte, Apparaturen und Zubehör 
UV-Transilluminator und Fotodokumentationssystem 299 (Herolab, Wiesloch) 
Automatische Sequenziermaschine: „ABI Prism 3700“ Kapillar-Sequenzierer (Perkin-Elmer, 
Applied Biosystems, Foster City, USA) 
ESI QTof2 Massenspektrometer (Waters Micromass, Eschborn) 
Photometer: Zweistrahl-Spektrophotometer Uvikon 930 (Kontron, Neufahrn); Biophotometer 
(Eppendorf) 
Mini Protean II Gelkammer , Tankblotting-Kammer und Netzteil (BioRad) 
XCell II Blot Module (Invitrogen) 
ELISA-Reader SpectraMax 340 (Molecular Devices, München) 
Schüttler und Inkubatoren: 
InnovaTM 4430 (New Brunswick Scientific, Nürtingen) 
37°C Inkubator (Heraeus Instruments, Hanau) 
Brutschrank (Heraeus Instruments) 
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Sterilbank: Hera Safe HS12 (Kendro, Hanau) 
FACS Calibur (Becton Dickinson) 
Probe Sonicator für Ultrazellaufschluß 
UW2070 (Bandelin electronic, Berlin): Mikrospitze aus Titan MS72 und MS73 
Chromatographiesäulen und Chromatographiemedien: Superdex 200 HR 10/30 (Amersham 
Biosciences); Sephacryl 2-100 HR 16/60 (Amersham Biosciences); Source 15Q, 1,7 ml 
(Amersham Biosciences); Ni2+-NTA Agarose (Qiagen) 
Zentrifugen: Avanti J-30, Allegra 6KR, MikrofugeR, Optima L-40 Ultrazentrifuge (Beckman, 
Fullerton, USA), Biofuge Pico (Heraeus Instruments), Eppendorf-Tischzentrifuge (Eppendorf) 
Zentrifugenbecher aus Polypropylen oder Polyacetat mit Schraubverschlüssen 
Rotoren: #3324 (Heraeus Instruments); F241.5, 16.250, JA-30.50, GH 3.8 (Beckmann); A-4-62 
(Eppendorf) 
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., Bohemia, USA) 
Fluoreszenz-Mikroskop: DM R (Leica) 
Confocales Mikroskop: TCS SP2 (Leica) 
Fermenter:  
7; 30 Liter (Applikon), Bio Controller ADI 1030, Bio Bench ADI 1065 
2.1.3 Verwendete Puffer und Lösungen 
Alle Standard-Lösungen, -Puffer und -Medien wurden nach SAMBROOK et al. 1996, 
AUSUBEL et al. 1995 oder COLIGAN et al. 1995 hergestellt. Die Lösungen wurden in doppelt 
destilliertem Wasser angesetzt. Um den pH-Wert einzustellen, wurden entsprechend 1 M HCl 
oder 1 M NaOH verwendet. Die Sterilisation der Lösungen erfolgte durch Autoklavieren 
(25min/121°C/1bar). Thermolabile Lösungskomponenten wurden sterilfiltriert (0,2 µm) und nach 
dem Autoklavieren sowie Abkühlen auf 50°C zugesetzt. 
 
 10 x PBS (pH 7,4) 
  NaCl       1,37 M 
  KCl       27 mM 
  Na2HPO4 x 12H2O     81 mM 
  KH2PO4      15 mM 
 
 PBST 
  1 x PBS (pH 7,4) 
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  Tween 20      0,05% (w/v) 
 
 10 x TBE-Elektrophoresepuffer (pH 8,3) 
  Tris Base      900 mM 
  Borsäure      900 mM 
  EDTA Dinatriumsalz    25 mM 
 
 5 x SDS-PAA-Laufpuffer 
  Tris-HCl      125 mM 
  Glyzin       960 mM 
  SDS        0,5% (w/v) 
 
 Transfer- Puffer 
  Tris-HCl, pH 8,3     25 mM 
  Glyzin      92 mM 
  Methanol      20% (v/v) 
 
 Resuspensionpuffer: 
  Tris/HCl pH=8,0    75 mM 
  NaCl      300 mM 
  DTT      5 mM 
  EDTA      10 mM 
  Glyzerol     10% (w/v) 
  Complete Protease Inhibitor (Roche)  1 Tablette/ml 
 
 4-fach-Inkubationspuffer (pH 8,0) 
  Glyzerol      40% (w/v) 
  NaCl       1,2 M 
  Imidazol      40 mM 
 
 Waschpuffer (pH 8,0) 
  NaCl       1 M 
  in 1 x PBS 
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 Elutionspuffer (pH 8,0) 
  NaCl       1 M 
  Imidazol      500 mM 
  in 1 x PBS 
 
2.1.4 Nährmedien 
2.1.4.1 Medien für Bakterien 
Folgende Medien wurden für die Kultivierung von Bakterien benutzt: 
 
 LB (pH 7,0) 
  NaCl       1% (w/v) 
  Bakto-Trypton     1% (w/v) 
  Hefeextrakt      0,5% (w/v) 
 
 2xTY (pH 7,4) 
  NaCl       0,5% (w/v) 
  Bakto-Trypton     1,6% (w/v) 
  Hefeextrakt      1,0% (w/v) 
 TB (pH 7,4) 
  Bakto-Trypton     1,3% (w/v) 
  Hefeextrakt      2,7% (w/v) 
  Glyzerin      0,8% (v/v) 
 
 Medienzusätze: 
  Kanamyzin        25 µg/ml 
  Ampizllin     100 µg/ml 
  Agar       1,6% (w/v) 
 
 Kompatible Solute: 
  Ectoin/Hydroxyectoin   Gemisch 70% / 30% (w/w) 
 
 10 x Kaliumphosphatpuffer: 
  KH2PO4      170 mM 
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  K2HPO4      720 mM 
 
Minimal Medium: 
 
KH2PO4       8,3     g/l 
NH4(H2PO4)       2        g/l 
CaCl2·2H2O       0,035 g/l 
FeSO4·7H2O       0,07   g/l 
Glukose       10      g/l 
MgSO4·7H2O       0,75   g/l 
Zitronensäure      1,05   g/l 
L-Arginin·HCl      0,1     g/l 
PTM1-Basalsalze      0,5     ml/l 
Kanamyzin       25      mg/l 
Methionin       0,1     g/l 
 
 
 
2.1.4.2 Medien für die Säuger- Zellkultur 
Folgende Medien wurden für die Kultivierung von Zellkulturen und Ansätzen der 
Zellkulturversuche verwendet: 
 
 RPMI-Medium 1640 (Life Technologies, Eggenstein), serumfreies Medium 
 293 Medium (Cambrex), serumfreies Medium 
 Komplexes RPMI-Medium: 
  RPMI-Medium 1640 
  Fötales Kälberserum (FCS) 10% (v/v) 
  Penicillin 50 µg/ml 
  Streptomycin 50 µg/ml 
 Medienzusatz: 
  Zeocin® (Invitrogen) 100 µg/ml 
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2.1.5 Bakterienstämme 
Als Rezipienten für rekombinante DNA, zur Vermehrung und Isolierung von Plasmiden sowie 
zur Proteinexpression wurden folgende E. coli Bakterienstämme verwendet (Tabelle 1): 
 
Stamm Genotyp Vertreiber 
BL21 (DE3) F- ompT hsdSR (rB- mB- ) dcm- gal lon- (Novagen, Madison, USA) 
XL1-blue 
 
RecA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44  
relA1 lac [F’proAB lacIqZ_M15 Tn10 (Tetr)] 
(Stratagene, La Jolla, USA) 
Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten E. coli Bakterienstämme. 
2.1.6 Plasmide 
Die Plasmide pMT H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA dienten der bakteriellen 
periplasmatischen Expression der rekombinanten Immuntoxine. Sie leiten sich von dem 
bakteriellen Expressionsvektor pET27b (Novagen) ab 118, 119. Die Vektoren mit dem einklonierten 
Immuntoxin sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die Vektorkarten der verwendeten bakteriellen 
Plasmide sind im Anhang dargestellt (Abbildung 31 und 32). Diese Plasmide enthalten eine 
Deletionsmutante des von Pseudomonas aeroginosa stammenden Exotoxin A (ETA´). Das pelB-
Signalpeptid gewährleistet die Sekretion des mit ihm fusionierten Immuntoxins in den 
periplasmatischen Raum. Die Immuntoxine können somit aus dem Periplasma der Bakterienzelle 
separiert werden (2.2.4). Der N-terminalen His10-tag wird zur Reinigung der Immuntoxine über 
die Immobilisierte-Metall-Affinitätschromatographie genutzt (2.2.4.1).  
 
Vektor Immuntoxin 
pMT(H22(scFv)-ETA´) H22(scFv)-ETA´  =  monovalentes antiCD64 Immuntoxin 
pMT(H22(scFv)2-ETA´) H22(scFv)2-ETA´ =  bivalentes antiCD64 Immuntoxin 
Tabelle 2: Bezeichnung der verwendeten bakteriellen Vektoren 
2.1.7 Synthetische Oligonukleotide 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von MWG – Biotech 
(Ebersberg) synthetisiert und einer HPSF - Reinigung unterzogen. Zur Lagerung wurde eine    
100 pM wässrige Lösung bei -20°C aufbewahrt, aus der die jeweilige Arbeitskonzentration von 
10 pM hergestellt wurde. Die folgenden Primer wurden zur DNA-Sequenzierung eingesetzt: 
 
pMS-5’ 5’ – AGC AGA GCT CTC TGG CTA ACT – 3’ 
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pMS-3’ 5’ – CAT GCC CGC TTT TGA GAG GGA – 3’ 
Biv1scFvlinker2scFv 5’- TCGTCGGCCCAGCCGGCC-3’ 
ETA 3’ 5’ – CCTGCCACCTGCCGCTGG – 3’ 
ETA 5’ 3’ – CCAGCGGCAGGTGGCAGG – 5’ 
2.1.8 Enzyme und Kits 
Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen NEB, Roche Molecular Biochemicals, MWG 
Biotech (Ebersberg) und Invitrogen bezogen und - sofern nicht anders angegeben -nach 
Herstellerangaben eingesetzt. Folgende Kits wurden verwendet: 
QIAprep Spin Miniprep Kit; Qiagen (Hilden) 
ELISA IL-1ß; R&D Systems (Minneapolis, USA) 
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit; Becton Dickinson Pharmingen (Erembodegem, 
Belgien) 
Cell Proliferation Kit II; Roche (Mannheim)  
Endotoxin removal Kit (Cambrex) 
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) PYROGENT Plus (Cambrex) 
Vector red Substrate kit (SK-5100) 
2.1.9 Antikörper und enzymkonjugierte Sekundärantikörper 
In der Tabelle 3 sind die zum Nachweis der rekombinanten Immuntoxine verwendeten, z. T. 
enzymkonjugierten Antikörper aufgelistet. 
Die unterschiedlichen Antikörper konnten im Western-Blot (2.2.5.2), ELISA (2.2.7.2), 
Durchflusszytometrie (2.2.7.3), Immunohistochemie (2.2.8.4), Konfokalmikroskopie (2.2.7.4)  
eingesetzt werden. 
Antikörper Eigenschaft Verwendung Zielepitop 
Anti-His-ALEXA 488 
(Qiagen) 
monoklonal Durchflusszytometrie C-terminaler 
His-Tag 
Anti-CD64 FITC (BD) F(ab´)2 Durchflusszytometrie  
Immunohistochemie 
Fluoreszenzmikroskopie 
FcγRI 
Maus-anti-penta-His 
(Qiagen) 
monoklonal Western Blot 
ELISA 
C-terminaler 
His-Tag 
TC-1  
(GALLOWAY et al 1984) 
monoklonal Western Blot 
ELISA 
Katalytische  
Domäne des 
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Durchflusszytometrie  ETA’ 
Ziege-anti-Maus 
(ZAM)AP 
polyklonal Western Blot 
ELISA 
 
Fc Teil der IgG 
Anti-CD64(10.1)-FITC 
(Serotec) 
monoklonal Immunhistochemie FITC 
Anti-FITC-Alkalische  
Phosphatase (Sigma) 
monoklonal  
Ziege 
Immunhistochemie AP 
Tabelle 3: Übersicht über die verwendeten Antikörper und Enzymkonjugate 
 
2.1.10 Primäre und sekundäre eukaryotische Zellen 
Alle verwendeten Zelllinien (Tab.4) wurden in komplexem RPMI-Medium (2.1.4.2) bei 37°C in 
einer Atmosphäre von 5% CO2 kultiviert. 
Humanes Vollblut wurde bei 37°C ohne Medium in einer Atmosphäre von 5% CO2 kultiviert. 
 
Eukaryotische Zellen Referenz Ursprung und Eigenschaften 
U-937 DSMZ - Nr.: ACC 5 Humanes histiozystisches Lymphom, 
besitzen Marker und Eigenschaften von  
Monozyten, in Suspension wachsend 
CD64+ IIA1.6 
 
(JONES et al. 1986) 
 
Transfezierte, murine B-Lymphoblasten, 
adhärent wachsend, CD64 positiv 
IIA1.6 
 
(JONES et al. 1986) 
 
Murine B-Lymphoblasten, 
adhärent wachsend 
L540Cy DSMZ - Nr.: ACC 72 
(KAPP et al. 1992) 
Humanes Hodgkin Lymphom, 
in Suspension wachsend 
Ramos DSMZ - Nr.: ACC 603 Humanes Burkitt Lymphom 
Humanes Vollblut                 -                           Freiwilliger anonymer Spender 
Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten eukaryotischen Zellen 
Zur Aktivierung der CD64 Expression auf der monozytenähnlichen Zelllinie U937 wurden diese 
24 h vor der Versuchsdurchführung mit INF−γ (200 U/ml) inkubiert. Die Zellen wurden nach 
Inkubation zentrifugiert (500xg/min) und im frischen RPMI-Medium (2.1.4.2) aufgenommen. 
Der Nachweis der FcγRI (CD64)-Expression erfolgte mittels Durchflusszytometrie. 
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Die Bindungsaktivität und Toxizität der H22(scFv)-ETA´- und H22(scFv)2-ETA´-Immuntoxine 
wurde mit Hilfe der CD64-positiven Zelllinie U937 und II A1.6-CD64+ sowie der CD64-
negativen Zelllinien L540, Ramos und II A1.6 verifiziert.  
 
Weiterhin wurde für die Reinheitsanalysen der Immuntoxine humanes Vollblut kultiviert 
(2.2.6.1). 
2.1.11 Genehmigung der durchgeführten Arbeit 
Die durchgeführten Arbeiten der Sicherheitsstufe S2 wurden durch das Landesumweltamt NRW 
unter der Nummer 123.0815.2006/07 genehmigt. 
 
2.2 Methoden  
2.2.1 DNA-Arbeiten 
2.2.1.1 Restriktion von DNA 
DNA-Restriktionen wurden nach den Vorgaben des Enzymherstellers (NEB) in den 
mitgelieferten Puffern unter Berücksichtigung der jeweiligen optimalen Inkubationszeiten und 
Temperaturen durchgeführt. Um 1 µg DNA zu schneiden wurde in der Regel eine Enzymmenge 
von 2-4 U eingesetzt. 
2.2.1.2 Agarosegelelektrophorese von DNA 
Analytische Agarosegelelektrophoresen wurden zur Separierung von DNA-Fragmenten nach 
Restriktionen (2.2.1.1) durchgeführt, wobei sowohl die Fragment- und Vektorgrößen als auch die 
Konzentrationen von DNA-Lösungen ermittelt wurden. Die Auftrennung der DNA erfolgte in 
0,8-2%igen (w/v) Agarosegelen bei einer Feldstärke von ca. 5 V/cm2. Die Elektrophorese wurde 
in 1x TBE-Puffer unter Zusatz von 0,1 µg/ml Ethidiumbromid durchgeführt (SAMBROOK et al. 
1996). Nach Beendigung der Auftrennung wurden die DNA-Banden auf einem UV-
Transilluminator bei einer Wellenlänge von 302 nm visualisiert. Die Dokumentation der Banden 
erfolgte mit einem Videodokumentationssystem der Firma Herolab unter Verwendung der 
Software „Easy Quant“. Als Größen- und Konzentrationsstandard wurde der „2 Log“DNA-Leiter 
(NEB) verwendet. 
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2.2.1.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA 
Die Konzentration von DNA-Lösungen wurde entweder mittels Gelelektrophorese (2.2.1.1) oder 
photometrisch bestimmt. Die Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Gelelektrophorese 
erfolgte durch den Vergleich der Fluoreszenzintensität einer Probenbande mit den Banden der 
Marker-DNA „2 Log“ Leiter (NEB). Die DNA-Konzentrationsbestimmung wurde mit einem 
Biophotometer II (Eppendorf, Hamburg) bestimmt. 
2.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
Die für die Sequenzierungen benötigte Plasmid-DNA wurde mit dem “QIAprep Spin Miniprep-
Kit” (Qiagen) gemäß den Herstellerangaben präpariert. Die Konzentration wurde photometrisch 
bestimmt (2.2.1.3). 
2.2.1.5 Sequenzierung von DNA 
Die Plasmidkonstrukte zur Transformation des Expressionsstamms E. coli BL21 (DE3) (2.2.2.2) 
wurden durch die Sequenzierung der Plasmid DNA überprüft. Die Sequenzierung von Plasmid-
DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode SANGER et al. 120 durchgeführt. Die 
Plasmid-DNA wurde mit Hilfe eines Plasmidisolations-Kits der Firma Qiagen isoliert (2.2.1.4). 
Nach der Konzentrations- und Qualitätsbestimmung der DNA (2.2.1.3) wurden 150 ng/kB 
Plasmid-DNA  zur Sequenzierung eingesetzt. Für die Sequenzierung wurden die in 2.1.7 
beschriebenen Primer verwendet. Zur Auswertung der Nukleotidsequenzen wurde das 
Sequenzanalyseprogramm “DNA-Star” benutzt. 
2.2.2 Präparationen für die bakterielle Expression von Proteinen 
2.2.2.1 Präparation von Hitzeschock-kompetenten Zellen 
Zur Herstellung RbCl-kompetenter E. coli wurden 200 ml LB-Medium mit einer üN-Vorkultur 
angeimpft und bei 37°C auf einem Flachbettschüttler inkubiert (225 UpM). Nachdem die Kultur 
eine OD600nm = 0,6 erreicht hatte, wurde diese 10 min auf Eis gelagert und durch Zentrifugation 
pelletiert (2.000xg/15 min/4°C). Das Pellet wurde sofort in 60 ml eiskaltem TFB-I-Puffer 
resuspendiert, 10 min auf Eis gestellt und erneut zentrifugiert (2.000xg/15min/4°C). Die 
sedimentierten Bakterienzellen wurden vorsichtig in 8 ml eiskaltem TFB-II-Puffer aufgenommen. 
Zuletzt wurden die kompetenten Zellen zu je 100 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
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 TFB-I-Puffer (pH 5,8) 
  RbCl     100 mM 
  MnCl2     50 mM 
  Kaliumacetat     30 mM 
  CaCl2     10 mM 
  Glyzerin     15% (v/v) 
 
 TFB-II-Puffer (pH 6,8) 
  RbCl    110 mM 
  MOPS     10 mM 
  CaCl2     75 mM 
  Glyzerin     15% (v/v) 
2.2.2.2 Hitzeschocktransformation von E. coli Zellen 
Zur Hitzeschocktransformation wurden die RbCl-kompetenten E. coli (2.2.3.1) auf Eis aufgetaut, 
mit der zu transformierenden DNA gemischt und 30 min auf Eis gestellt. Es wurden 100 ng 
Plasmid-DNA pro Transformation (2.2.1.4) eingesetzt. Danach erfolgte der Hitzeschock für 90 
sec in einem 42°C warmen Wasserbad. Nach Lagerung der Zellen für weitere 2 min auf Eis 
wurden dem Reaktionsansatz 800 µl 2xTY-Flüssigmedium zugegeben. Zur Regeneration der 
Bakterienzellen und Ausbildung der Kanamyzinresistenz wurden diese 40 min bei 37°C unter 
Schütteln (225 UpM) inkubiert. Anschließend wurden zur Selektion rekombinanter Klone 
verschiedene Volumina auf LB-Kan-Agarplatten ausplattiert und üN bei 37°C inkubiert. Die 
Identifizierung rekombinanter Bakterienklone erfolgte durch Plasmid-Minipräparation (2.2.1.4), 
Kontrollrestriktion der Plasmid-DNA (2.2.1.1) sowie anschließender Agarosegelelektrophorese 
(2.2.1.3) und Sequenzierung (2.2.1.5). 
2.2.2.3 Kultivierung und Lagerung von E. coli  
Die E. coli Kulturen wurden in LB-Flüssigmedium ü.N. bei 37°C auf dem Schüttelinkubator (225 
UpM) angezogen. Die Selektion Plasmid-tragender Bakterien (pMT H22(scFv)-ETA´, pMT 
H22(scFv)2-ETA´) erfolgte durch Zugabe von Kanamyzin (25 µg/ml) zu Flüssigmedien und 
Agar. Für eine kurzzeitige Lagerung kanamyzinresistenter (KanR) Bakterienklone wurden LB-
Kan-Agarplatten verwendet und bei 4°C gelagert.  
Die E. coli Stammkulturen wurden hergestellt, indem 700 µl einer üN-Kultur mit 700 µl sterilem 
40% (w/v) Glyzerin versetzt wurden. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 
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2.2.3 Expression von Immuntoxinen in E. coli in verschiedenen Maßstäben 
Die Immuntoxine lassen sich in E. coli exprimieren und ins Periplasma sekretieren. Dazu dient 
das N-terminale pelB Leaderpeptid, welches für die Sekretion des Proteins ins Periplasma bei 
gleichzeitiger Abspaltung des Peptides sorgt118. Je nach Maßstab wurden die 
Kultivierungsbedingungen der Bakterien und Aufarbeitungsverfahren der Immuntoxine 
angepasst. Zum Nachweis der IT wurden diese in Schüttelkultur exprimiert. Zur in-vitro und in- 
vivo-Analyse und Etablierung von Aufarbeitungsprozessen wurden die IT im Fermenter 
hergestellt. 
2.2.3.1  Expression in Schüttelkultur  
Zur periplasmatischen Expression der Konstrukte H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ wurde 
der Vektor pMT (2.6.1) verwendet. Die Stressexpression wurde nach dem Protokoll von Barth et 
al. 121 mit anschließend beschriebenen Veränderungen durchgeführt.  
Rekombinante Bakterien des Stammes E. coli BL21 (DE3) wurden in einer üN-Kultur bei 26°C 
in TB-Medium + Kanamyzin, das mit 0,5 mM ZnCl2, und 10:1 Kaliumphosphatpuffer 
(komplettes TB-Medium) supplementiert war, unter Schütteln (225 UpM) angezogen. Die 
Vorkultur wurde 1:100 mit frischem Medium verdünnt und ca. 8h bei 26°C bis zu einer OD600 = 
1 unter Schütteln (225 UpM) kultiviert. Die Kulturen wurden bis zu einem Kulturvolumen von 2 
Liter mit frischem TB Komplettmedium 1/10 in neue Schüttelkolben passagiert und auf eine 
OD600 = 20 angezogen. Anschließend wurde der Kultur 0,5 M Sorbitol, 4% (w/v) NaCl und 10 
mM Glycinbetain zugegeben. Durch Zugabe von 2 mM IPTG erfolgte die Induktion der 
Immuntoxinexpression für 18 h bei 26°C. Nach der Sedimentation der Bakterienzellen 
(30.000xg/20 min/4°C) wurden die Bakterienzellen durch Ultraschall aufgeschlossen. Dazu 
wurde das Bakterienpellet in eisgekühltem Resuspensionspuffer 1:2 (2.1.3) zugesetzt, 
resuspendiert und anschließend auf Eis 3 x 3min mit Ultraschallimpulsen (70% Energie) 
behandelt. Der Zentrifugationsüberstand des Bakterienlysats (periplasmatische Fraktion) wurde 
für weitere Analysen verwendet. Die periplasmatische Fraktion wurde durch Zentrifugation 
(30.000xg/30min/4°C) nochmals geklärt und vor der Ni2+-NTA-Reinigung mittels PD10-
Entsalzungssäulen (Amersham Biosciences) in EP-Puffer umgepuffert (2.1.3).  
Zum Nachweis der rekombinanten Proteine im gesamten Bakterium wurde ein 
Gesamtzellaufschluß nach dem Qiagen Protokoll (QIAexpressionistTM Handbook) durchgeführt. 
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2.2.3.2 Fermentation von Immuntoxinen 
Die Fermentationen von H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ wurden in einem 
Edelstahlreaktor (Applikon) mit drei sechsblättrigen Rushton-Turbinenrührern und einem 
Arbeitsvolumen von 7 l und 30 l durchgeführt. Der Fermenter wurde zusammen mit 6 l Medium 
für 30 min bei 121°C in situ sterilisiert. Zur Einstellung des pH-Wertes auf 6,8 wurde 25% (w/v) 
Ammoniumhydroxidlösung verwendet. Die anti-CD64-Konstrukte wurden in E. coli mit 
synthetischem Minimalmedium (MM) (2.1.4)  im Fed-Batch-Prozess hergestellt. Es wurden zwei 
unterschiedliche Fermentationen durchgeführt. Zum einen das einfache Fermentationsverfahren 
(FV) und zum anderen das kombinierte FV. Bei beiden Varianten wurde das MM im Fermenter  
mit einer E. coli BL21 (DE3) Vorkultur, transformiert mit pMT H22(scFv)-ETA´ und pMT 
H22(scFv)2-ETA  (2.2.2.2), inokuliert. Die Bakterien wurden auf eine OD600 von 60-70 
angezogen und anschließend nach Verbrauch der Glukose mit 0,5 mM IPTG induziert. Die 
Fermentation wurde während der Anzucht und Induktion bei 26°C, einer Rührergeschwindigkeit 
von 1000 UpM und einer konstanten Belüftungsrate von 2 l / min gesteuert. Die Expression 
wurde nach der Induktion bis zu 24h aufrechterhalten. Die Bakterien wurden geerntet und mit 
einer Ultraschallsonde (Sonotrode VS 70T, Bandelin) und 10 x 3 Minuten, 70% Power, per 
Ultraschall aufgeschlossen. Das Periplasmalysat wurde wie in 2.2.4.1 umgepuffert und über die 
IMAC (s 2.2.4.2) gereinigt. Der Unterschied zum kombinierten FV bestand darin, die IT durch 
die E. coli Membran in den Fermentationsüberstand diffundieren zu lassen. Dazu wurden nach 
der Expressionszeit von 24 Stunden, die Bakterien mit  0,75 g/L Lysozym versetzt. Bei der 
Lysozymbehandlung wurde die Inkubationstemperatur auf 18°C herunterreguliert. Nach ca. 24h 
Zellwandaufschluss wurden die Zellen geerntet, und der Kulturüberstand mittels IMAC (s. 
2.2.4.2.) gereinigt.   
2.2.4 Reinigung der hergestellten rekombinanten Proteine 
2.2.4.1 Ultrafiltration und Pufferaustausch 
Die Umpufferung kleiner Probemengen (Proteinkonzentration unter 0,5 mg/ml und einem 
Elutionsvolumen bis zu 20 ml) wurde mittels PD10-Säulen (Amersham)  durchgeführt, gefolgt 
von einer anschliessenden Konzentrierung durch Zentrifugation in NanoSep Zentrifugenröhrchen 
(Pall Filtron). Die Proteinlösungen wurden mit 2,5 ml auf die PD10 Säulen pipettiert und im 
geeigneten Puffer mit 3,5 ml Elutionspuffer von der Säule eluiert. Für Proben mit einer 
Proteinkonzentration >0,5 mg/ml und einem Elutionsvolumen > 20 ml wurde mit Hilfe von 
Centriprep-Röhrchen von Millipore/Amicon mit einer Ultrafiltrationsmembran 
(Porendurchmesser von 10 oder 30 kDa) aufkonzentriert. Durch dieses Verfahren können 15 ml 
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Pufferlösung bis auf 1 ml konzentriert werden. Für die Proteinlösungen mit Imidazol war die 
Imidazolkonzentration auf 0,1 M zu verdünnen. Bei hochkonzentrierten und aufgereinigten 
Proben wurden die Proteinlösungen über einen Dialyseschlauch umgepuffert.  
2.2.4.2 Immobilisierte-Metall-Affinitätschromatograhpie (IMAC) 
Die in E. coli exprimierten Proteine werden in den ersten Reinigungsschritten des 
Reinigungsverfahrens mittels IMAC im Säulen und / oder Batchverfahren aufgereinigt. Durch 
diese Methode wird eine Trennung der rekombinanten Proteine von den E. coli Proteinen durch 
die Affinität von Histidin-Clustern (His-Tags) in den rekombinanten Proteinen an die 
immobilisierten Ni2+-Ionen durchgeführt. Die N-termiale Integration von 10x Oligo-Histidin-
Resten, ermöglichen eine einfache Reinigung des Proteins von den Bakterienproteinen durch eine 
Metall-Affinitäts-Chromatographie 122. Dazu wurden die entsprechenden handelsüblichen Ni-
NTA Säulen (Amersham), oder Beads (Qiagen, BD) im Batch-, und/oder Säulenverfahren 
verwendet. Das Prinzip beruht auf der Chelatbildung von Histidin-Resten (His-tags) im Protein 
mit divalenten Kationen wie z.B.: Ni2+-,Co2+-,Cu2+-, und Zn2+-Ionen123. Diese werden 
immobilisiert als Ni2+-NTA (N-Nitrilo-tri-Essigsäure)-Agarose-Beads oder Co2+ -Sepharose-
Beads verwendet, wobei das rekombinante Protein reversibel an die immobilisierten Metallionen 
bindet. Die IMAC Reinigungen wurden mit Ni2+-NTA-Agarose (Qiagen) je nach Präparations-
volumen und -verfahren im „Batch“ oder „Säulenverfahren“ durchgeführt (2-20 ml 
Säulenverfahren; 20-500 ml Batchverfahren). Die Protokolle zur Proteinpräparation basierten auf 
Qiagenprotokollen (The Expressionist 07/97) zur nativen Reinigung von Proteinen mit einem 
His-tag.  
Für die IMAC-Reinigung H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ sollte die periplasmatische 
Proteinlösung in EP-Puffer umgepuffert werden. Dies erfolgte in Schüttelkultur mit PD10-
Säulen, nach der Fermentation mit Millipore Spin-Columns, Dialyseschläuchen und 
Membranfiltration (2.1.2), nach Herstellerangaben. 
Je nach Volumen der Expressionskultur bzw. Menge des aufzureinigenden Proteins wurden 
entweder Ni2+-NTA-Agarose (Qiagen) (2 - 15 ml) in eine Tropfsäule oder 50 ml Falcon-
Röhrchen (Batchverfahren) befüllt und mit EP-Puffer äquilibriert. Nach den Fermentationen 
wurde die IMAC-Reinigung automatisiert. Die Reinigung erfolgte über FPLC mit einer Ni2+-
NTA-superflow (Amersham). Die periplasmatische Lösung wurde auf die Säule aufgegeben und 
anschließend mit jeweils 10 Säulenvolumen EP-Puffer und Waschpuffer gewaschen. Ni2+-NTA 
gebundene His-10 markierte Proteinmoleküle wurden durch Waschen der Säule mit ca. 3 
Säulenvolumina Elutionspuffer eluiert und fraktioniert gesammelt. Die Elution erfolgte mit 10 
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Säulenvolumina 500 mM Imidazol / 1 M NaCl. Die gesammelten Fraktionen (1-2ml) wurden 
nachfolgend mittels SDS-PAGE (2.2.5.1) und Western-Blot (2.2.5.2) analysiert. Die 
Immuntoxine aus dem Kulturüberstand der Fermentationen (2.2.3.2) wurden im ersten Schritt 
ebenfalls mittels IMAC aufgereinigt. Dazu wurde eine Streamline25 Säule (Amersham 
Biosciences) verwendet, die mit 110 ml IDA Chelating-Matrix (Amersham Biosciences) gepackt 
und anschließend mit 3 Säulenvolumina 100 mM NiSO4 beladen wurde. Die Äquilibrierung und 
Expansion des Chromatographiemediums erfolgte mit 13 Säulenvolumina Bindepuffer (1x PBS, 
1 M NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0) bei einer Flussrate von 300 cm/h. Der zellfreie 
Kulturüberstand wurde mit 1/10 Volumen 10x PBS und festem NaCl in einer Endkonzentration 
von 1M versetzt und anschließend auf die Säule mit einer Flussrate von 300 cm/h aufgetragen. 
Danach erfolgte ein Waschschritt mit 5 Säulenvolumina Bindepuffer, um unspezifisch gebundene 
Proteine zu entfernen. Ni2+-IDA gebundene His-10 markierte Proteinmoleküle wurden durch 
Waschen der Säule mit ca. 1,5 Säulenvolumina Elutionspuffer (1x PBS, 1 M NaCl, 250 mM 
Imidazol, pH 7,2) und einer Flussrate von 50 cm/h eluiert, wobei verschiedene Fraktionen 
gesammelt wurden. 
2.2.4.3 Größen-Ausschluß-Chromatographie 
Eine Größen-Ausschluß-Chromatographie oder Gelfiltration wurde im Anschluss an die IMAC 
(2.1.4.1) durchgeführt. Hierbei wurden Proteine aus der Lösung nach ihrer Größe aufgetrennt. 
Das Verfahren wurde mit einer Superdex 200 HR 10/30 Säule (Amersham Biosciences) oder 
HighPrep Sephacryl 2-100 HR 16/60 Säule (Amersham Biosciences) nach den Herstellerangaben 
durchgeführt. Die Säule wurde vor jedem Lauf mit einem Größenstandard kalibriert. Der 
Größenstandard von BIO-RAD (Gel Filtration Standard) besteht aus fünf verschieden 
Komponenten mit unterschiedlicher Molekuargewichtsgröße (Thyroglobulin MW=670; Gamma 
globulin MW=158; Ovalbumin MW=44; Myoglobulin MW=17; Vitamin B12=1,35). Eine 
optimale Separation des Standards auf dem Agarose Material der SEC-Säulen wurde im 
Molekularbereich von 70 bis 100 kDa mit einer Flussrate von 0,5 ml/min erzielt. Die nach 
Expression präparierten Proteinlösungen (2.2.4.1; und Konzentrierung inklusive Umpufferung) 
wurden deshalb mit einer Flussrate von 0,5 ml/min auf die mit 1x PBS äquilibrierte und 
kalibrierte Säule gepackt und entsprechend aufgetrennt. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden 
mittels SDS-PAGE (2.2.5.1) und Western-Blot (2.2.5.2) untersucht. 
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2.2.4.4 Endotoxinentfernung mittels Hydroxyapatit-Säulen, ProteinA- und IMAC-
Säulen 
Nach der Gelfiltration sollten final die enthaltenen Lipopolysaccharide aus den 
Immuntoxinlösugen entfernt werden. Lipopolysaccharide (LPS, Endotoxine) sind die 
Hauptbestandteile der gram-negativer Zellwände. Das LPS-Molekül ist ein extrem potenter 
Stimulator des Immunsystems von Säugetieren. Eine Methode zur LPS-Entfernung aus 
Immuntoxinlösungen sollte etabliert werden. Folgende Standardmethoden wurden auf ihre 
Eignung zur  LPS-Entfernung aus ETA-Immuntoxin-haltigen Präparationen eingesetzt:  
1. ) Nach Reichelt124. Hier konnten die Endotoxine durch Waschschritte mit einem TritonX-114 
Puffer entfernt werden.  
2.) Endotoxin removal Kit von Cambrex (2.1.8): Mit den Komponenten dieses “kit“ erfolgte eine 
LPS-Separation durch über Bakteriophagen hergestellte Liganden, die kovalent an Agarose 
Kügelchen gebunden waren. Der Ligand bindet an die innere Hülle der LPS-Moleküle.  
3.) Hydroxyapatit Typ I (BIORAD) weist gute Bindungseigenschaften gegenüber Proteinen nicht 
jedoch gegenüber LPS auf. Das ÄKTA-FPLC-Gerät wurde vor der Reinigung mit NaOH 
endotoxinfrei gespült. Die Ceramic-Hydroxyapatit-TypI-Säule wurde mit 500 mM 
Phosphatpuffer und 1 M NaOH gespült und mit 10 mM Phosphat, 500 mM NaCl äquilibriert. Die 
Immuntoxinproben wurden vor dem Einsatz sterilfiltriert. Bis zu 10 ml Immuntoxinprobe 
(2.2.4.4) wurden per Spritze (2 ml/min) auf die Säule aufgetragen. Die Säule wurde mit einer 
Flussrate von 1 ml/min gewaschen und das Eluat sterilfiltriert und analysiert. 
 
2.2.5 Proteinanalyse 
2.2.5.1 SDS-PAA-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung und Detektion von Proteinen wurde eine denaturierende, diskontinuierliche 
SDS-PAA-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli et. al 125 durchgeführt. Die 
proteinhaltigen Proben wurden mit 1/10 Volumen 10x SDS-PAA-Gelelektrophorese-
Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und unlösliche Bestandteile durch 
Zentrifugation (13.000 x g / 5 min / RT) entfernt. Anschließend erfolgte die gelelektrophoretische 
Auftrennung der Proteine in „Mini-Protean III“-Apparaturen (BioRad). Neben selbst gegossenen 
Gelen wurden Fertiggelsysteme (NuPAGE, Invitrogen) verwendet. Die Probenvorbereitung und 
Gelelektrophorese dabei erfolgte nach Herstellerangaben. Im Anschluss an die Gelelektrophorese 
wurde entweder ein unspezifischer Nachweis der Proteine mit Coomassie-Brilliant-blue G-250 
nach Wilson 126, oder ein spezifischer Protein-Nachweis mittels nachfolgendem Western-Blot 
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(2.2.5.2) durchgeführt. Zur Dokumentation wurde das Coomassie-Gel und der Western Blot mit 
einem Scanner (ArcusII, AGFA) eingelesen und anschließend in Cellophan gewickelt und 
getrocknet. 
2.2.5.2 Western-Blot-Analysen 
Western-Blot-Analysen erfolgten zum spezifischen Nachweis von Proteinen, die in SDS-PAGE 
(2.2.5.1) größenabhängig aufgetrennt wurden. Dazu wurden die Proteine aus den Gelen mittels 
„Electro-Tank-Blotting“ 127 oder des Xcell-II-Blot-Moduls (Invitrogen) nach Herstellerangaben 
auf Nitrocellulosemembranen (Amersham Protean) transferiert. Die Visualisierung der 
immobilisierten Proteine erfolgte durch Bindung eines Protein-spezifischen Antikörpers, an den 
nachfolgend ein Enzym-konjugierter sekundärer anti-Anitkörper gebunden wurde. Das an den 
sekundären Antikörper gebundene Enzym, zum Beispiel Alkalische Phosphatase, kann das 
farblose Substrat NBT/BCIP (Life Technologies) in einen blauen Präzipitationsfarbstoff 
umwandeln, der die Proteinbande so sichtbar macht 128. Bei Verwendung eines Peroxidase-
konjugierten Ak diente Sigma-Fast (Sigma) als Substrat, welches zu einem braunen Präzipitat 
umgewandelt wurde. Durch den Vergleich mit einem Größenstandard („Prestained Protein 
Marker Broad Range“ (NEB), „SeeBluePlus2 Prestained Standard“ (Invitrogen), konnte eine 
Größenabschätzung der Proteine durchgeführt werden. Die einzelnen Schritte zur Detektion der 
Proteinbanden sind im Folgenden aufgelistet: 
 1.) Blockieren 
  2% (w/v) RSA in 1x PBS, pH 7,4 
  1 h bei RT oder üN bei 4°C 
 2.) Bindung primärer Ak:  
       Maus-anti-penta-His Ak (1:5000) 
      oder TC1 (1:20) 
  1 h bei RT 
       3.) Bindung sekundärer Ak:  
  ZAMAP Ak (1:5000), 
  oder ZAMHRPO Ak (1:5000) 
  1 h bei RT 
 4.) Substratreaktion 
        NBT/BCIP  
        10-20 min bei RT 
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Die Ak wurden, falls nicht anders angegeben, in 1x PBS, 0,5% (w/v) BSA verdünnt. Die 
Membranen wurden zwischen den einzelnen Inkubationsschritten jeweils 3 x mit PBS-T 
gewaschen, wobei im Falle von AP-konjugierten Ak vor der Substratreaktion zusätzlich noch 3 x 
mit AP-Puffer gewaschen wurde. Die Farbreaktion wurde durch gründliches Waschen der 
Membran mit destilliertem Wasser gestoppt. 
 
 AP-Puffer (pH 9,6) 
  Tris-HCl     100 mM 
  NaCl      100 mM 
  MgCl2             5 mM 
 
2.2.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Gesamtproteinmenge aus den Immuntoxinlösungen wurde mittels Bradford Assay (BioRad) 
129
 bestimmt. Zusätzlich wurde die Konzentration vom rekombinanten Protein aus den 
Proteinlösungen nach SDS-PAGE (2.2.5.1) durchgeführt. Die Proteinproben wurden nach 
Coomassie-Färbung mit einem Standard bekannter Konzentration densitometrisch mittels der 
Software AIDA (Raytest) quantifiziert. Hierzu wurden die Proteinkonzentrationen anhand der 
einer Eichreihe bekannter BSA-Konzentrationen bestimmt.  
2.2.5.4 Massenspektroskopie 
Die massenspektroskopischen Analysen wurden freundlicherweise von Herrn Michael Küpper 
(RWTH Aachen) durchgeführt. Dazu wurden die Proteinlösungen nach Isolierung aus dem SDS-
PAA-Gel mittels ZipTipC18 (Millipore, Schwalbach) in 75% (v/v) Acetonitril, 1% (v/v) 
Ameisensäure entsalzt. Die so entsalzte Proteinlösung wurde direkt in die Elektrospray-Quelle 
bei 3 µl/min injiziert. Die ESI-Spektren wurden an einem ESI QTof2 (Quadrupole Time of flight) 
Massenspektrometer (Waters Micromass, Eschborn) aufgenommen. Als Lösungsmittel diente ein 
Acetonitril-Wasser-Gemisch im Verhältnis 1:1 in 1% (v/v) Ameisensäure. Die Datenauswertung 
erfolgte über Mascot Search.  
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2.2.6 Pyrogennachweis in Proteinlösungen 
2.2.6.1 Quantitativer Vollblut-Assay 
IL-1ß Nachweis aus Vollblut: Als Reaktion auf Endotoxin schütten Monozyten 
proinflammatiorsiche Zytokine aus, unter anderem  IL-1ß. Deshalb sollte die Detektion von IL-1ß 
als indirekter Nachweis von Endotoxinen in gereinigten Immuntoxinlösungen dienen. Dazu 
wurde 1ml Vollblut (2.1.10) mit und ohne Immuntoxin inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das 
Serum abgenommen und der IL-1ß-Gehalt aus dem Serum mittels humanem IL-1ß Immunoassay 
gemessen werden. Dazu wurde der Quantikine® Human IL-1ß Immunoassay von R&D Systems 
(2.1.8) verwendet und nach Protokoll durchgeführt. 
2.2.6.2 Qualitativer Nachweis von Endotoxinen mittels LAL-Test 
Als qualitativer Test zum Nachweis von Gram-negativem bakteriellem Endotoxin ist der 
Limulus- Amoebocyte-Lysat (LAL)-Test, als so genannter in-vitro Endprodukt-Endotoxintest für 
Arzneimittel, biologische Produkte und Medizinprodukte, von der FDA zugelassen 130. Der LAL-
Test wurde von der Firma CAMBREX bezogen (2.1.8). Das Endotoxin von Gram-negativen 
Bakterien katalysiert die Aktivierung eines Proenzyms im Limulus-Amebozyten-Lysat. Sobald 
die Hydrolysierung vollzogen ist, wird sich das gebildete Koagulin mit sich selber verknüpfen 
und Klumpen bilden. Die Verklumpung indiziert das Vorhandensein auf Endotoxinen.   
 
2.2.7 In-vitro-Funktionalitäts,- und Bindeaktivitätsnachweis der 
rekombinanten Immuntoxine  
2.2.7.1 Langzeit-Lagerungsversuche von ETA-basierten single-chain-Fragmenten 
2.2.7.1.1 Einfrieren mit verschiedenen Stabilisatoren 
Die Proteinstabilität kann mit dem Ersatz der Hydrathüllen durch Stabilisatoren, wie Ectoin, 
Saccharose und Sorbitol gesteigert werden 121. Dazu wurde das monovalente H22(scFv)-ETA´ 
nach der Reinigung (2.2.4) zu drei gleichen Teilen mit jeweils drei verschiedenen sterilen 
Lösungen von 1 M Ectoin, 1 M NaCl und 50% (v/v) Glyzerol versetzt und bei -20°C eingefroren. 
Nach einem Monat Lagerungszeit wurden die Proteinlösungen aufgetaut und die Aktivität der 
Immuntoxine überprüft. 
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2.2.7.1.2 Die Gefriertrocknung: „Lyophilisierung“ 
Der Prozess der Gefriertrocknung wurde mit der Anlage von Christ Alpha 1-4 LSC durchgeführt;  
er kann in drei Hauptschritte unterteilt werden: Einfrieren, Haupttrocknung und Nachtrocknung. 
Der Gefriertrockner besteht aus zwei Kammern. Eine Kammer enthält eine wahlweise beheiz- 
oderkühlbare Stellfläche, auf der das Produkt selbst liegt oder als wässrige Lösung, abgefüllt in 
Glasfläschchen, auf der Stellfläche positioniert wird. Die Wärme- bzw. Kälteleistung wird durch 
einen Silikonölkreislauf über Kompressoren, Wärmeträgerpumpen und Wärmetauscher 
gewährleistet. Die zweite Kammer ist der so genannte Kondensator, der die aus dem Produkt 
diffundierende Feuchtigkeit aufnimmt. In ihm befinden sich Kühlschlangen, die üblicherweise 
mit Silikonöl gefüllt sind. Über einen Kreislauf mit Kompressoren und Verdampfern werden 
Temperaturen von -60°C bis -80 °C erreicht. Er ist somit der kälteste Punkt der Anlage. An den 
Kondensator ist zudem eine Vakuumpumpe angeschlossen. Mit einem Druck von 5 mbar, einem 
Vakuum von 0,0041 mbar und einem Si-Druck von 1,680 wurde das H22(scFv)-ETA´ bei -50°C 
bis -80°C (automatisiert) gefriergetrocknet. Die Immuntoxine wurden mit einer 
Proteinkonzentration von mindestens 0,2 mg/ml mit unterschiedlich anteiliger Pufferzugabe (250 
mM Imidazol, 1M NaCl, 1M Ectoin, 50% (v/v) Glyzerol (pH 7,8-8) steril in 
Eppendorfreaktionsgefäße verteilt. Diese  wurden in einen 50 ml Falcon Behälter gestellt. Auf 
den Falcon Behälter wurde ein Sterilfilter gesteckt, so dass die Immuntoxinlösung während der 
Gefriertrocknung steril blieb. Die Proteinlösungen wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren 
und anschließend in die Gefriertocknungsanlage gestellt. Das Lyophilisat wurde bei 4°C gelagert.  
2.2.7.2 Zellmembran-ELISA zum Nachweis von funktionalem Protein 
Für einen Funktionalitäts- und Bindenachweis der gereinigten rekombinanten anti-CD64 
Fusionsproteine (2.2.4.2.) wurden unter anderem Zellmembran-ELISAs nach dem Protokoll von 
Tur et al.119 durchgeführt. Für den spezifischen Bindungsnachweis wurden die stimulierten 
CD64-positiven U937-Zellen und die CD64-negativen L540-Zellen verwendet (2.1.10).  
2.2.7.3  Durchflusszytometrie zum Nachweis der Bindeaktivität  
Die Durchflusszytometrie wird im Allgemeinen dazu genutzt, die Bindung sowie die 
Bindungsspezifität fluoreszenzmarkierter Proben, wie z.B. Antikörper oder Liganden, an 
zellassoziierte Moleküle, wie beispielsweise Oberflächenantigene oder Rezeptoren, zu 
untersuchen. Indirekt kann damit eine Aussage über das Vorhandensein von Oberlächenantigenen 
gemacht werden. Die mit Fluorochromen markierten Zellen werden in einem kontinuierlichen 
Strom einzeln durch eine Kapillare geleitet und passieren hierbei einen Laser bestimmter 
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Anregungslänge, der die Fluorochrome zur Fluoreszenz anregt. Durch einen Detektor werden 
diese Signale gesammelt und in ein elektronisches Signal umgesetzt, das computerunterstützt 
visualisiert wird. Da Eigenschaften der Zellen, wie Größe und Granularität, die Qualität des 
Signals beeinflussen, werden diese Informationen ebenfalls, jedoch unabhängig von den 
Fluoreszenzsignalen, ermittelt. Um die spezifische Bindungsaktivität der rekombinanten Proteine 
und den FcγRI auf der Monozyten-Zelllinie U937 nachzuweisen wurden die Zellen U937 und 
L540, wie in 2.1.10 beschrieben, kultiviert. Die Zellzahl/ml wurde mittels des Zellzählgerätes 
„Casey Counter“ (Schärfesystem, Reutlingen) bestimmt. Pro Probe wurden 5x 105 Zellen 
eingesetzt, die zuvor in einem Zellwaschgerät (Dade Serocent, Baxter) 1x mit 1,8 ml 1x PBS 
gewaschen und durch Zentrifugation sedimentiert wurden. Anschließend erfolgte die Inkubation 
(45 min/4°C) der Zellen mit den gereinigten Proteinproben. Die Proteinproben wurden dabei in 
1x PBS verdünnt, so dass das Endvolumen 100 µl betrug. Nach der Inkubationszeit wurden die 
Zellen erneut, wie oben beschrieben, gewaschen und mit Maus-anti-penta-His-ALEXA Ak (1 
µg/Probe), inkubiert (20 min/4°C) oder, alternativ,  über TC-1-AK (2.1.9) und anschließend mit 
dem Detektions-Ak für 25 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Hierzu wurde ein FITC-
konjugierter ZAM-Ak (5 µg/Probe) verwendet. Nach der Inkubation mit dem direkt gekoppelten 
Detektionsantikörper oder/und zweiten Detektionsantikörper wurden die Zellen 3 x gewaschen, 
sedimentiert und in 500 µl 1x PBS, resuspendiert. Die anschließende Durchflusszytometrie 
erfolgte am FACS Calibur (Becton Dickinson) nach Herstellerangaben mit einer Zählrate von 
mindestens 5000 bis maximal 10000 Ereignissen pro Probe. Die Auswertung der Daten erfolgte 
mit Hilfe der CellQuest Software (BectonDickinson) oder alternativ mit dem Programm WinMDI 
(Version 2.8). Als Referenzwerte dienten Zellen, die lediglich mit den Nachweis-Antikörpern 
inkubiert wurden. Der mCD64 (10.1) Antikörper wurde zur Überprüfung der CD64-Expression 
auf den stimulierten U937 (2.1.10) eingesetzt. Alle Ak wurden in 1x PBS entsprechend verdünnt. 
2.2.7.4 Konfokalmikroskopie  
Zur bildlichen Darstellung der Bindung von anti-CD64 Immuntoxinen an die Monozyten-
Zelllinie U937 (2.1.10) wurde ein konfokales Mikroskop verwendet (TCS SP2 (Leica). Als 
Negativzelllinie wurden L540  Zellen verwendet. 
Durch die konfokale Mikroskopie konnten neben einer Aussage zur Vitalität der gebundenen 
Zielzelle auch die gebundenen Immuntoxinkomplexe auf der Zelloberfläche oder innerhalb des 
Cytoplasmas lokalisiert werden.  
Für die Vorbereitung der Zellen zur konfokalen Mikroskopie wurde folgendes Färbeprotokoll 
verwendet: 
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- 1ml 5x 105 Zellen/ml wurden in FACS Röhrchen verteilt 
- Die Zellsuspensionen wurden mit PBS gewaschen 
- Immuntoxin-Lösungen und/oder PBS wurden auf die Zellen gegeben und für 30 Minuten auf    
Eis inkubiert 
- Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen 
- Zur Detektion wurde anti-HisAlexa (488) (1.1.6) auf die mit Immuntoxinen behandelten Zellen 
und anti-CD64-FITC (1.1.6) auf die unbehandelten Zellen gegeben und für 15 Minuten auf Eis 
inkubiert 
- Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen 
- Anschließend wurden die Zellen in 10-20 µl PBS aufgenommen und mit Draq5  5-10 Minuten 
inkubiert. 
- Die Zellen wurden nach der Draq5-Inkubation sofort auf Objektträger verteilt  und im 
konfokalen Mikroskop fotografiert. 
2.2.7.5 Viabilitätsmessung von mit Immuntoxin behandelten Zellen 
Für die Bestimmung der Zytotoxizität der rekombinanten Immuntoxine wurden die nach 2.1.4 
gereinigten Immuntoxine und nach 2.1.10 präparierten Zellen verwendet. 
2.2.7.5.1 Proliferationsmessung 
Standardmäßig wird für die Zytotoxizitätsbestimmung der XTT basierte Test von Roche zur 
Messung der Proliferation verwendet. Dieser Assay ist annährend so sensitiv wie der mit 
Radioaktivität einsetzbare (51Cr) Assay und wurde deshalb aus Gründen der Einfachheit, 
Sicherheit und günstigerer Kosten alternativ zum Zytotoxizitätsassay (51Cr) verwendet 131. Der 
XTT-basierte Assay misst die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenase. Sind die 
Mitochondrien aktiv, metabolisieren sie XTT (gelbes Tetrazoliumsalz) in ein orangefarbiges 
Formazanderivat. Diese Aktivität lässt auf eine vitale Zelle schließen.  ETA führt zur ADP-
Ribosylierung des Elongationsfaktors 2 (EF-2) in der Zelle; damit ist die Inhibierung der 
Proteinbiosynthese verbundenen. Wenn dadurch, in Abhängigkeit von Zeit und Konzentration 
des Toxins, immer weniger mitochondriale Dehydrogenase gebildet wird, kann dies über die 
Abnahme des XTT-Umsatzes (Bestimmung der optischen Dichte) dokumentiert werden. Die IT-
Proben werden nach der Reinigung über die Größen-Ausschluss-Chromatographie steril filtriert 
und mit einer Konzentration zwischen 1-10 µg/ml in einem 1/5, 1/10 oder 1/20 
Verdünnungsansatz in 96-Loch-Platten mit einer Zelldichte von 104 Zellen eingesetzt. Zur 
Bestimmung der Proliferationsinhibierung werden die Monozytenzelllinien U937, IIA.16 und die 
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Kontrollzelllinien L540, Ramos, IIA1.6 verwendet und der Assay nach Protokoll (2.1.8) 
durchgeführt. Die Wirkstärke der Immuntoxine wird über ihren IC50-Wert bestimmt. 
2.2.7.5.2 Zytotoxizitätsmessung 
Mit dem LDH Kit (Roche) wird die Zytotoxizität (Zytolyse) durch  die Aktivität von Milchsäure-
Dehydrogenase (LDH) gemessen, deren Bildung durch geschädigte Zellen ausgelöst wird. Ein 
Anstieg von toten oder Zellen mit bereits poröser Plasmamembran führt zu einem Anstieg der 
LDH-Aktivität im Zellkulturmedium. Dieser Anstieg der Enzymaktiviät korreliert mit dem 
vermehrt gebildeten Formazan (orange), dessen Konzentrationsanstieg damit proportional zur 
Zahl der lysierten Zellen ist. Der Test wurde nach Protokoll (2.1.8) durchgeführt. 
2.2.7.5.3 Apoptosemessung 
Zur Durchführung des Apoptose-Assays wurde das „Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit“ 
(2.1.8) verwendet. Der AnnexinV-Assay basiert auf der Detektion des im frühen Stadium der 
Apoptose durch Membranumstülpung nach außen gerichteten und frei zugängigen 
Membranphospholipids Phosphatidylserin (PS) durch das rekombinante, fluorezenzmarkierte 
Protein Annexin V-FITC. Zusätzlich wird im Annexin-Assay durch die parallele Zugabe von 
Propidiumiodid (PI) eine Unterscheidung zwischen noch lebenden und bereits toten Zellen 
ermöglicht. Im Verlauf der Messung lassen sich zu verschiedenen Zeitpunkten früh-apoptotische, 
noch lebende Zellen von spät-apoptotischen, toten Zellen und nekrotischen, toten Zellen 
unterscheiden. Apoptotische Zellen werden im Durchflußzytometer mit einem 530 ± 15 nm 
Bandpass-Filter im FL-1 Kanal gemessen. Damit ist eine optimale Detektion des FITC-
Fluochrome gegeben, dass seine Fluoreszenzemission bei 520 nm hat. Tote oder nekrotische 
Zellen werden durch den Farbstoff PI (Emissionsmaximum bei 617 nm) im FL-3 Kanal mit 
einem 630 ± 15 nm Bandpass-Filter gemessen. 2 ml der 5x 105 Zellen/ml werden in einer 12-
Loch-Platte verteilt und sowohl mit als auch ohne Immuntoxin (10-7, 10-8 M) inkubiert. Nach 1, 
2, 4, 6, 8,12, 24, 48, 96 Stunden werden die Zellen, wie in der Anleitung beschrieben,  behandelt 
und gemessen. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, welches bei apoptotischen Zellen durch 
einen Membranflip “innen-außen” präsentiert wird. Bei vitalen Zellen ist dieser Effekt nicht zu 
sehen. 
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2.2.8 In-vivo-Experimente an CD64-positiven, transgenen Mäusen 
2.2.8.1 Screening der transgenen Mäuse 
Laut genehmigten Tierversuchsantrags wurden für die in-vivo Versuche transgene heterozygote 
hCD64-Mäuse verwendet. Diese Mäuse besitzen auf ihren Makrophagen/Monozyten neben dem 
murinen CD64 noch humanes CD64.  
Dies kann anhand von im Blut enthaltenen Monozyten/Makrophagen nachgewiesen werden. Da 
der homozygote Phänotyp letal ist, mussten Mäuse so gekreuzt werden, dass zu etwa 50% 
heterozygote hCD64-Nachkommen entstehen. Zum Screening dieser Nachkommen wurde Blut 
entnommen und mittels Durchflußzytometrie die Monozytenpopulation auf hCD64 überprüft. 
Das Blut wird wie folgt behandelt: 
- 50 µl Vollblut werden 5 µl anti-CD64-FITC Antikörperlösung (1.1.9) zugegeben und im 
Anschluss gemischt 
- Blutmischung wird für 20 Minuten bei 4°C inkubiert 
- 2 ml Erythrozyten-Lyse-Lösung zugegeben 
- Lösung wird für 15 Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert 
- Es folgen zwei Waschzyklen bei 2 ml Volumen 
- Das Pellet wird in 400 µl ABS Puffer aufgenommen 
- Die Zellen werden auf Eis gestellt und im Durchflußzytometer gemessen 
 
 Erythrozyten-Lyse-Lösung 
   Pro Liter 
   8,25 g  NH4CL 
   1 g  NaHCO3 
   1ml  EDTA (500mM) 
 
 ABS  - pH 7,5 
   0,5% (w/v) BSA 
   2mM EDTA 
 
2.2.8.2 Entzündungshemmende Experimente mit Mäusen 
Die hCD64-transgenen DAB/2-Mäuse (1.2.8.1) wurden mit 10 µl einer 3:4 Lösung 
Xylazin/Ketamin-Lösung narkotisiert und an der rechten und linken Bauchseite rasiert. Die 
Mäuse sollen 10 Tage lang mit 10% (w/v) SDS - Lösung an den rasierten Hautstellen eingerieben 
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werden. Am 11. Tag wurden das H22(scFv)-ETA´ (10-7, 10-8, 10-9 M), das H22(scFv)2-ETA´ (10-
7
, 10-8, 10-9 M) sowie PBS intradermal appliziert. Für jedes Immuntoxin und jede Verdünnung 
wurde eine Maus (Doppelbestimmung) verwendet. Jede Immuntoxinverdünnung und PBS-
Kontrolle wird an zwei entzündeten Hautstellen (Quaddeln) appliziert. Die Mäuse wurden 24 
Stunden später zur immunohistochemischen Untersuchung der Hautareale getötet. 
Die mit Immuntoxinen und PBS behandelte Haut, sowie unbehandelte Haut wurden aus der 
Maushaut ausgeschnitten (Biopsie). Diese Biopsien wurden in Metallbehältern gegeben, und 
anschließend sofort im flüssigen Stickstoff eingefroren. Die Präparationen wurden bei -80°C 
gelagert. 
2.2.8.3 Gewebeschnitte 
Die gefrorenen Hautbiopsien (2.2.8.2) wurden mit einem Kryostaten (Leica) zu 6 mm 
Gewebeschnitten verarbeitet und anschließend auf beschichtete Objektträger fixiert. 
2.2.8.4 CD64-Färbung der Gewebeschnitte und Auszählung der CD64+-
Makrophagen 
Die Gewebeschnitte (2.2.8.3) wurden für 7 Minuten mit trockenem Aceton fixiert und 
luftgetrocknet. Anschließend wurden die Schnitte mit einem Wachsstift umkreist (DAKO). Die 
Objektträger sollten für 45 Minuten mit dem FITC-konjugierten Antikörper 10.1 anti-CD64 
Antikörper (Serotec 1:80) in PBS inkubiert werden. Nachfolgend wurden die Objektträger für 5 
Minuten mit PBS, 0.05% (v/v) Tween gewaschen. Anschließend erfolgte die Färbung mit einem 
Sekundärantikörper, einem Alkalische Phosphatase (AP) konjugierten Schaf-anti-FITC (Roche, 
1:1000), in PBS, 0.05% (v/v) Tween für 30 Minuten. Nach dem zweiten Färbeschritt wurde 
zweimal mit PBS/Tween gewaschen und einmal mit Tris-HCl (0.150 M, pH 8.5). Die  Aktivität 
der AP wurde nach Anleitung mit dem „Vector red Substrate kit“ (SK-5100) entwickelt, welches 
zu einer pink/roten Färbung führt. Die Schnitte wurden dann mit Hämatoxylin gegengefärbt und 
10 Minuten mit Wasser gewaschen. 
2.2.9 Dokumentation und Bildbearbeitung 
Alle Gele und Western Blots wurden mittels Scanner (AGFA, ArcusII) eingelesen und digital 
gespeichert. Die mikroskopische Auswertung der Haut-Dünnschnitte wurde am Leica 
Fluoreszenzmikroskop (LC0815) durchgeführt. Alle Bilder wurden mit Photoshop XI (Adobe) 
bearbeitet. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Herstellung von monovalentem und bivalentem anti-CD64-
Immuntoxin zur in-vitro- und in-vivo-Charakterisierung 
Die Immuntoxine sollten periplasmatisch in E. coli (DE3) exprimiert werden. Die Immuntoxine 
werden im pMT-Plasmid, das sich vom pET27b-Plasmid (Anhang, Abbildung 31) ableitet, unter 
der Kontrolle von starken Transkriptions- und Translationssignalen des Bakteriophagen T7 
exprimiert (T7, lac-Promotor). Die vollständige Sequenz der Konstrukte ist im Anhang 
(Abbildung 32) dargestellt. Die Expression wird in diesem System durch die T7-Polymerase 
induziert. Das humane anti-CD64(scFv) besteht aus VH- und VL-Domänen, die durch einen 
Glyzin-Serin-Linker verknüpft sind. Das single-chain-Fragment ist an den N-Terminus einer 
Deletionsmutante des Pseudomonas-Exotoxin A (ETA´) fusioniert. Das pelB-Gen schleust das 
rekombinante Protein ins Periplasma und ermöglicht somit eine periplasmatische Reinigung der 
rekombinanten Proteine, die über den 10er-His-Tag spezifisch aus dem Bakterienlysat 
fraktioniert werden können. Die rekombinanten Klone wurden zuvor per Sequenzierung 
überprüft. Die Plasmid-DNA wurde auf das Vorhandensein der rekombinanten H22(scFv)-ETA´-
cDNA und H22(scFv)2-ETA´-cDNA überprüft. Alle Klone konnten positiv identifiziert werden: 
Die Bandengrößen stimmten mit der erwarteten DNA Größe für H22(scFv)-ETA´ mit 1990 bp 
und für H22(scFv)2-ETA´ mit 2752 bp überein (Daten nicht dargestellt). Zur Sequenzanalyse 
wurden anschließend die positiven Klone mittels der spezifischen ETA´ Primer, ETA-5’ und 
ETA-3’, sowie den vektorständigen Primern pMS-5’ und pMS-3’ sequenziert. Für das bivalente 
Konstrukt wurde zusätzlich die spezifischen Primer für die single-chain-Fragment-Region, 
H44scFvlinkerscFv-5’ und H44scFvlinkerscFv-3’ verwendet. Die Sequenzanalyse ergab, dass 
beide Konstrukte mit der Ausgangssequenz übereinstimmten. 
Die ersten Versuche zur Herstellung der mono bzw. bivalenten Immuntoxine H22(scFv)-ETA´ 
und H22(scFv)2-ETA´ in Schüttelkultur, dienten zur Überprüfung der Expressionseffektivität und 
der Aktivität der gewonnenen Immuntoxine auf ihre Bindungsfähigkeit und Toxizität. Nach 
erfolgreichem Abschluss dieser Vortests konnte mit der Herstellung der Immuntoxine im 
Fermenter begonnen werden. Das monovalente und bivalente Konstrukt sollte für die 
anschließende Charakterisierung mit Zellkulturen und Mäusen gereinigt werden. Die 
Fermentation wurde zur optimalen Prozess-Steuerung und damit Erhöhung der Protein-
Ausbeuten im Minimalmedium durchgeführt. Zusätzlich bieten Minimalmedien im Hinblick auf 
die Medienkomponenten und das Down-Stream-Verfahren einen hohen Kostenvorteil.  
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Nach den verschiedenen Reinigungsschritten waren die so produzierten Immuntoxine auf ihre 
Funktionstüchtigkeit hin zu überprüfen. Dazu wurde getestet, ob sowohl die Bindeaktivität als 
auch die Toxizität erhalten geblieben waren.  
 
3.1.1 Herstellung von monovalenten und bivalenten anti-CD64-
Immuntoxinen in Schüttelkultur 
Zum ersten und schnellen Nachweis der Expression und Funktionalität der Immuntoxine, wurden 
die Bakterienklone im 1,8-Liter-Maßstab in Schüttelkultur kultiviert. In Schüttelkultur, bei hoher 
Bakteriendichte, sollte die Expression unter osmotischem Stress in Anwesenheit von kompatiblen 
Soluten nach einem Protokoll von Barth et al. 121 durchgeführt werden. Durch die zugegebenen 
kompatiblen Solute sollten Stressschutzfaktoren induziert werden. Neben der Funktion als 
Stressschutzfaktor haben sie einen positiven Effekt auf die Funktionalität und Stabilität der zu 
erzeugenden rekombinanten Proteine, was während der Expression in Schüttelkultur sehr wichtig 
ist 121; denn dadurch können hohe Ausbeuten an löslichem und funktionalem Protein aus dem 
Periplasma gewonnen werden. Als Expressionsstamm wurde E. coli BL21(DE3) eingesetzt. Die 
Plasmid-DNA der Klone pMT H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ (2.1.6) wurden in einer 
Hitzeschocktransformation in E. coli BL21 (DE3) transferiert (2.2.2.2) und Flüssigkulturen mit je 
einer rekombinanten Bakterienkolonie inokuliert. Durch die chromosomale Insertion des T4/-
RNA-Polymerase-Gens in E. coli BL21(DE3), die unter der Kontrolle des lac-Promotors steht, 
wird nach Zugabe von IPTG die Expression der Immuntoxine vom T7-Promotor auf dem 
Plasmid induziert.  Nach Anzucht der Bakterien in Schüttelkolben bei OD600=15 und nach 
Zugabe von NaCl und der kompatiblen Solute wurde die Expression von H22(scFv)-ETA´ und 
H22(scFv)2-ETA mit IPTG induziert. Nach einer Expressionszeit von 18h bei 26°C wurden die 
Bakterien geerntet und das Pellet mit Ultraschall (2.2.3.1) im Resuspensionspuffer (2.1.3) 
aufgeschlossen. Nach Entfernung der Zelltrümmer durch Zentrifugation wurde der Überstand aus 
dem Periplasma von E. coli zur Entfernung von EDTA aus dem Periplasmalysat entsalzt (2.2.4.1) 
und über Ni-NTA-Säulen aufgereinigt (1.2.4.2). Der Erfolg der Reinigung der beiden o.g. 
rekombinanten Proteine wurde mit SDS-PAGE und Western-Blot (2.2.5) überprüft. 
Anschließend wurden nach weiteren Aufarbeitungsprozessen (SEC, Umpufferungen, 
Konzentrierung) die Funktionalität der rekombinanten Proteine mit Hilfe von 
Durchflusszytometrie und Proliferationsassays getestet werden. 
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3.1.1.1 Periplasmatische Expression von H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA in 
E. coli  
Der Periplasmaextrakt aus den, wie oben beschrieben, geernteten E. coli-Zellen wurde nach 
Entsalzung in EP-Puffer (2.2.4.1; 2.1.3) über eine Ni2+-NTA-Säule (2.2.4.2) gereinigt. 
Ausgewählte Proben aus dieser Reinigung wurden in einer denaturierenden, diskontinuierlichen 
SDS-PAGE der Größe nach aufgetrennt (2.2.5.1) und das Gel anschließend mit Coomassie-
Brilliant-Blue-R250 gefärbt. Ein weiteres identisches  SDS-Elektrophoresegel wurde für einen 
Western-Blot (2.2.5.2) verwendet. Die Fraktionen einer typischen Ni-NTA-Reinigung bestehen 
aus Durchfluss, Waschfraktionen (40mM Imidazol) und Elutionsfraktionen (500 mM Imidazol). 
In Abbildung 8 sind die Elutionsfraktionen der Ni-NTA-Reinigung aus der periplasmatischen 
Fraktion von 2 l einer Schüttelkultur dargestellt.  Anhand der SDS-Gele und des Western-Blots 
konnte gezeigt werden, dass die rekombinanten Proteine H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ 
im jeweiligen Größenbereich (monovalent ~ 70kDa (Abbildung 8A,B) und bivalent ~ 97 kDa 
(Abbildung 8C,D)) exprimiert wurden. Im Durchfluss und in den Waschfraktionen wurden nur 
geringe Mengen des rekombinanten Proteins detektiert. Dies weist darauf hin, dass die Kapazität 
der Ni-NTA-Matrix vermutlich nicht ausgereicht hat, um das im Periplasmaextrakt enthaltene 
rekombinante Protein komplett zu binden. Des Weiteren konnte man im Coomassie-gefärbten 
Gel zusätzliche Proteinbanden erkennen, die zum Teil auch im Western-Blot detektiert wurden. 
Diese Banden repräsentieren degradiertes Immuntoxin und TC1-unspezifische Färbung.  
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Abbildung 9: SDS-PAGE und Western-Blot-Analysen der in Schüttelkultur exprimierten Immuntoxine 
H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ nach IMAC-Reinigung. Die Expression in E. coli wurde unter 
Stresskultivierung durchgeführt (2.2.3.1). Die entsalzte periplasmatische Fraktion nach Ultraschall-Zellaufschluss 
wurde über eine IMAC-Chromatographie (2.2.4.2) gereinigt. Je 10 µl der verschiedenen Elutionsfraktionen wurden 
in einer SDS-PAGE (2.2.5.1) (siehe Abbildung 8A, 8C) aufgetrennt und im Western-Blot (2.2.5.2) (siehe Abbildung 
8B, 8D) analysiert. Die Immuntoxine wurden über den durch einen ETA-spezifischen Ak (TC1) und mit alkalischer 
Phosphatase (AP) konjugierten Ziege-anti-Maus (ZAMAP)-Ak nachgewiesen. Die Visualisierung der Banden 
erfolgte mit NBT/BCIP über eine AP-Reaktion. [1-4 Elutionsfraktionen 500 mM Imidazol; M: „Prestained Protein 
Marker Broad Range“ (NEB)] 
 
Eine Kultur von 2 Liter und einem Feuchtgewicht von etwa 40 g Pellet lieferte nach einem 
Ultraschallaufschluss mit anschließender IMAC-Reinigung für H22(scFv)-ETA´ eine 
Proteinausbeute von 2 mg/L Kultur und für H22(scFv)2ETA´ eine Proteinausbeute von 0,5 mg/L. 
Die IMAC-gereinigten Fraktionen der beiden IT wurden zur weiteren Reinigung einer 
Gelfiltration mit einer Superdex 200 HR 10/30 Säule (2.2.4.3) unterzogen. Ausgewählte 
Fraktionen der Gelfiltration wurden auf einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. 
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Abbildung 10: Nachweis der über IMAC und Gelfiltration gereinigten anti-CD64 Immuntoxine. Abbildung 10 
zeigt die Western-Blot-Analyse der IMAC–gereinigten (2.2.4.2) anti-CD64 Immuntoxine nach einem weiteren 
Reinigungsschritt über Gelfitration. 10 µl der Eluate aus der Gelfiltration wurden in einer 12%igen SDS-PAGE 
(2.2.5.1) aufgetrennt und anschließend im Western-Blot auf eine Nitrozellulosemembran übertragen (2.2.5.2). Die 
Immuntoxine wurden über einen ETA-spezifischen monoklonalen Ak (TC1) und mit alkalischer Phosphatase (AP) 
konjugierten Ziege-anti-Maus-Ak (ZAMAP) nachgewiesen. Die Visualisierung der Banden erfolgte mit NBT/BCIP 
über eine AP-Reaktion. [H22(scFv)-ETA´-9,10,11: Elutionsfraktionen der Gelfiltration in 1M NaCl; [H22(scFv)2-
ETA´-9,10: Elutionsfraktionen der Gelfiltration in 1M NaCl; M: „Prestained Protein Marker Broad Range“ (NEB)] 
 
Eine Identifizierung der rekombinanten Proteine wurde zusätzlich zu der Western Blot Analyse 
durch die massenspektroskopische Analyse vorgenommen. Dazu wurden die Proteinbanden aus 
dem Gel ausgeschnitten und mittels Elektrospary-Ionisations (ESI)-Massenspektroskopie 
analysiert (2.2.5.4). Die Proteine wurden dabei aus der flüssigen Phase ionisiert und die einzelnen 
Peptide mit einem TOF-Analysator bestimmt und detektiert. In der Auswertung der ESI-
Massenspektren konnten (Datenbankanalyse) anti-CD64 Immuntoxine identifiziert werden. Im 
folgenden Kapitel wird dargestellt, dass die so aufgereinigten rekombinanten IT auch noch 
biologisch aktiv sind.  
 
3.1.1.2 Funktionalitätstest der in E. coli mit Schüttelkolben exprimierten 
rekombinanten Immuntoxine  
Die biologische Aktivität der Immuntoxine nach der Ni-NTA- und SEC-Reinigung wurde durch 
verschiedene in-vitro-Methoden überprüft. Die reine Bindeaktivität der Immuntoxine wurde mit 
Membran-ELISAs und Durchflusszytometrie ermittelt während die Ergebnisse von 
Viabilitätsassays (XTT) Aussagen zu spezifischen Zytotoxizität erlaubten.  
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Die Bindungsaktivität von H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ wurde auf CD64-positiven 
Zelllinie U937 und der CD64-negativen Kontrollzelllinie L540 getestet. Der Membran-ELISA ist 
sensitiver als der durchflusszytometrische Assay und sollte deshalb immer zusätzlich 
durchgeführt werden. Es galt zunächst sicherzustellen, dass die Monozyten-Zelllinie U937 
tatsächlich den CD64  überexprimiert. Abbildung 9 zeigt, dass der CD64 ausschließlich von INF-
γ stimulierten Zellen exprimiert wird. Bei der L540-Zelllinie konnte, wie erwartet, weder mit 
noch ohne INF-γ-Behandlung der CD64-Rezeptor detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 11: Analyse der CD64 Rezeptorexpression mittels Durchflußzytometrie. Zum Nachweis des CD64 
wurde 1 µl Anti-CD64-FITC-Ak (1.1.11) in 200 µl 1xPBS auf 5x105 Zellen/ml (stimulierte und nicht stimulierte 
(1.1.10) Zelllinie U937) gegeben. Nach 30 Minuten Inkubation wurden die Zellen einmal mit 1xPBS gewaschen und 
in 500 µl PBS resuspendiert. CD64 auf den Zellen wird im Durchflußzytometer mittels grüner Fluoreszenz (FITC) 
detektiert. Die Fluoreszenzintensitäten wurden mittels WinMDI graphisch ausgewertet. Die Fluoreszenzintensität ist 
auf den INF-γ stimulierten Zellen 10-fach höher als auf unstimulierten Zellen.   
 
Die gereinigten IT wurden zum Nachweis der Bindeaktivität mit Hilfe der Durchflußzytometrie 
auf CD64-positive Zellen (U937, INF-γ  behandelt)  und CD64-negative Zellen (L540) getestet 
(2.2.7.3). Beim Zellmembran-ELISA wurden die Immuntoxine auf eine ELISA-Platte gegeben, 
die zuvor mit Membranfraktionen der entsprechenden Zelllinien beschichtet wurde (Methode 
2.2.7.2).  
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Abbildung 12: Funktionalitätsnachweis der IT mittels CD64+-Zellmembran-ELISA. Die mit CD64-positiven 
Membranfraktionen beschichtete ELISA-Platte (2.2.7.2) wurden mit 50 µl der Eluationsfraktionen nach der 
Gelfiltration im Dreifachansatz inkubiert. Als Kontrolle wird die Membran zum einen ohne IT und ohne 
Detektionsantikörpern gemessen und zum anderen ohne IT und mit den Detektionsantikörpern TC1und ZAMHRPO. 
Die gebundenen Immuntoxine (2.2.4) wurden über die Detektionsantikörper TC1 und ZAMHRPO (1.1.11) durch 
Umsetzung von ABTS nachgewiesen. Die Messung der OD erfolgte bei 405 bzw. 630nm in einem ELISA-Reader. 
 
Die Immuntoxinfraktionen aus den Gelfiltrationen (3.1.1.1) von beiden IT-Konstrukten zeigten 
einen 7-fach höheren Extinktionswert (0,320) als die Kontrollen (0,07). Dagegen konnte keine 
Bindungsaktivität beider Immuntoxine auf den Membranen der L540-Zellen nachgewiesen 
werden. Die Extinktionswerte lagen bei den Kontrollen und Proben bei 0,05 (Daten nicht gezeigt) 
im Bereich des Hintergrundes. Des Weiteren wurde die Bindeaktivität von H22(scFv)-ETA´ und 
H22(scFv)2-ETA´ mit Hilfe des Durchflußzytometers verifiziert (Daten nicht gezeigt). Die 
Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigen eindeutig, dass die Immuntoxine spezifisch auf den 
CD64-positiven Zellen gebunden haben (Daten nicht gezeigt).  Die CD64-positiven U937 zeigten 
mit gebundenem Immuntoxin eine 10-fach höhere Fluoreszenzintensität im Vergleich zu den 
U937 ohne Immuntoxin. Ebenso konnte die Zytotoxizität der nach der Gelfiltration gewonnen 
biologisch aktiven rekombinanten anti-CD64 Immuntoxine in zwei verschiedenen 
spektrophotometrischen Quantifikationsassays bestimmt werden. Mittels Viabilitätsassays, wie in 
2.2.7.5 beschrieben, wurde eine spezifische dosisabhängige Inhibition der Proliferation von 
U937-Zellen (CD64+) gemessen (Daten nicht gezeigt). Dagegen konnte auf der Kontrollzelllinie 
L540 keine Induktion von Proliferationshemmung detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Neben 
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der Evaluierung der zytotoxischen Aktivität der anti-CD64 Immuntoxine auf stimulierten U937-
Zellen und L540-Zellen wurden Viabilitäts-Assays auch mit weiteren CD64-negativen Zelllinien, 
U937- Zellen, Ramos, IIa mouse, durchgeführt. Diese Ergebnisse zeigten keine zytotoxische 
Aktivität des anti-CD64 Immuntoxins (Daten nicht dargestellt). Alle Zellen die mit Zeozin 
intoxifiziert wurden, wurden dosisabhängig getötet.  
 
3.1.2 Fermentation und Aufarbeitung von CD64 spezifischen Immuntoxinen 
zur in- vitro- und in-vivo-Analyse  
Die in 3.1.1 beschriebenen Versuche zeigten, dass sich H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ 
in Schüttelkultur erfolgreich exprimieren und mittels IMAC und Gelfiltration funktional 
aufreinigen lassen. Um weitere in-vitro- und in-vivo-Assays durchzuführen, mussten die IT in 
größeren Mengen als sie in Schüttelkultur gewonnen werden konnten (3.1.1) hergestellt werden. 
Im Folgenden wird der Versuch beschrieben, ein Fermentationsprotokoll für H22(scFv)-ETA´ 
und H22(scFv)2-ETA´ zu etablieren. Hierzu wurde ein Herstellungsprotokoll im 7/30-Liter-
Maßstab etabliert und anschließend ein Protokoll speziell für die Reinigung der Immuntoxine 
erarbeitet. Die Fermentation wurde, wie in 2.2.3.2 beschrieben, im synthetischen Medium zur 
optimierten Prozesssteuerung durchgeführt. Die Anzucht- und Induktionstemperatur sowie die 
IPTG-Konzentration entsprachen dabei den im Labormaßstab (Schüttelkultur) verwendeten 
Parametern (2.2.3.1). Bei der Fermentation unter den oben genannten Bedingungen ergab sich in 
der Expressionsrate beim Ensatz mit oder ohne kompatible Solute kein Unterschied  (SDS-Page 
Analyse; Daten nicht gezeigt). Die Verwendung von kompatibelen Soluten wurde zur 
Vereinfachung des Aufarbeitungsverfarens / Down-Stream-Processes und optimierten Steuerung 
des Fermentationsprozesses unterlassen. Nach Erreichen einer OD von 70 und einer 
Induktionszeit von 24 Stunden wurde das Bakterienpellet geerntet und der 
Fermentationsüberstand über IMAC gereinigt. Das Periplasma der Bakterien im Pellet wurde 
durch Ultraschall aufgeschlossen. Anschließend wurden die IT nacheinander über 
Affinitätsschromatographie (IMAC), Größenausschlusschromatographie (Gelfiltration/SEC) und 
Hydroxyapatit-Chromatographie (HAPC) gereinigt (2.1.3.1.). Die verschiedenen Fraktionen der 
Reinigungsschritte wurden in SDS-PAA-Gelen und Western-Blots (Abbildung 19 und 20) 
analysiert.  
Bei der Analyse des über IMAC gereinigten Fermentationsüberstandes wurde deutlich, dass das 
monovalente Immuntoxin zum Teil bereits während des Fermentationsprozesses aus der 
Bakterienzelle in das Medium austritt (s. Abbildung 14). Dagegen konnte das bivalente 
3 Ergebnisse                                                                                                               - 56 - 
Immuntoxin nicht im Überstand detektiert werden; es ist demnach nicht aus der Zelle in das 
Medium diffundiert (Daten nicht gezeigt).  
Es war deshalb zu überlegen, zur Gewinnung des monovalenten Immuntoxins die E. coli Zellen 
mit Lysozym aufzuschließen. Die Bakteriensuspension wäre bereits im Fermenter mit Lysozym 
zu behandeln, so dass die äußere Membran das Immuntoxin schon in den Fermenterüberstand 
„ausbluten“ ließe. Das sollte dazu führen, ausschließlich das peripalsmatisch exprimierte 
rekombinante Protein in den Fermenterüberstand zu leiten und hätte den Vorteil, dass durch die 
schonende Lyse der Zellen nur geringe Bakterienproteinverunreinigungen (Zellfragmente und 
zytoplasmatische Proteine) im Überstand vorhanden wären und sich die Immuntoxine durch nur 
zwei Verfahren, einen IMAC Reinigungsschritt mit anschließender Gelfiltration, zu 98 % 
aufreinigen lassen. Zeit und Arbeitsaufwand sowie Materialverbrauch würden dadurch drastisch 
reduziert. Um die Methode zu etablieren, musste nachgewiesen werden, dass nach 
Lysozymbehandlung die Immuntoxine noch funktionell sind. Nach der Lysozymbehandlung 
wurde der Fermentationsüberstand über ein Streamline-System (Fima GE Healthcare) 
aufgereinigt. Die rekombinanten Immuntoxine wurden auf Bindeaktivität und Toxizität überprüft 
(2.1.3.1). Die Gewinnung der IT wurde für die in-vitro und in-vivo-Versuche erfolgreich mittels 
Ultraschallaufschluss durchgeführt (s. 2.1.2.1).  
 
3.1.2.1 Gewinnung von funktionalen rekombinanten Proteinen aus dem 
Periplasma nach Lysozymaufschluss im Fermenter 
Diese Versuche zeigen die Gewinnung von H22(scFv)-ETA´ durch den Einsatz von Lysozym im 
Fermenter. Durch das kombinierte Verfahren (2.2.3.2) kann das rekombinante Protein aus dem 
Fermentationsüberstand gewonnen und anschließend über IMAC gereinigt werden. In Abbildung 
13 ist exemplarisch der mit Lysozym kombinierte Fermentationsverlauf im von H22(scFv)-ETA´ 
in 7L-Minimalmedium gezeigt. 
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Abbildung 13: Kombiniertes Fermentationsprotokoll zur Expression und Freisetzung von H22(scFv)-ETA´ 
im Fermenter. Die Bakterien wurden im Minimal-Medium für 24h bei 28°C bis zu einer max. OD von 70 
herangezogen (2.2.3.2). Die Expression wurde anschließend mit IPTG induziert (2.2.3.2). Nach 24 Stunden 
Induktion wurden 750 mg/L Lysozym zum Fermentat zugegeben und die Zellen für weitere 12-24 h bei 18°C 
fermentiert. Nach der ü.N.-Inkubation erfolgte die Ernte der lysozymbehandelten Zellen. Der 
Fermentationsüberstand wurde über die Stream-Line (2.2.4.2) gereinigt. 
 
Im kombinierten Fermentationsverfahren wird die Expression der rekombinanten Immuntoxine 
nach Glukoseverbrauch gestartet, indem man den Prozess mit 0,6 mM IPTG induziert. Der 
Glukoseverbrauch ließ sich über den aktuellen prozentualen Sauerstoffgehalt ermitteln. War der 
Sauerstoff im Fermenter verbraucht, konnte auch keine Glukose mehr vorhanden sein, die den 
Metabolismus der Zellen aufrecht hält (Abbildung 13). Die Zellen wurden bis zu 48h bis zu einer 
OD von ~70 angezogen. Die Expression wurde nach IPTG-Induktion über einen Zeitraum von 
24h  bei 28°Cgehalten. Die Lysozymzugabe erfolgte anschliesend bei einer Temperatur von 18°C 
bis zu weiteren 24h. Nach Lysozyminduktion erfolgte die Zellernte und Reinigung des 
Fermentationsüberstandes. Der Fermentationsüberstand wurde über eine Streamline-Säule 
(IMAC) gereinigt. Die Ni-NTA-Eluate wurden mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert 
(Abbildung 14).  
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Abbildung 14: SDS-Page und Western-Blot-Analyse des über IMAC gereinigten Fermentationslysates.         
Je 15 µl  Ni-NTA-Eluate (2.2.4.2)  nach der IMAC wurden in einer 12 %igen SDS-PAGE (2.2.5.1) aufgetrennt und 
anschließend im Western-Blot auf eine Nitrozellulosemembran übertragen (2.2.5.2). Die Immuntoxine wurden über 
einen ETA-spezifischen monoklonalen Antikörper (TC1) und mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugierten Ziege-
anti-Maus Antikörper nachgewiesen. Die Visualisierung der Banden erfolgte mit NBT/BCIP über eine AP-Reaktion. 
[M: Mark12 Unstained Standard (Invitrogen), PPM: Prestained Protein Marker (NEB), 1: Periplasmatische Fraktion, 
2: Durchfluss, 3: erstes IMAC-Eluat 30 ml, 4: zweites IMAC-Eluat 30ml]. 
 
Nach der 30-Liter-Fermentation wurde für das durch Lysozymaufschluss gewonnene und über 
Ni-NTA nach Bradford (2.2.5.2) gereinigte H22(scFv)-ETA´ eine Ausbeute von 57,7 mg Protein 
gemessen. 
Bei der Größen- sowie spezifischen Nachweisführung der ETA-Komponente mittels anti-ETA 
(TC1) mAk, zeigen sich kräftige Proteinbanden im 70-kDa-Bereich sowohl in der SDS-PAGE als 
auch im Westernblot. Im Eluat 1 sind im Coomassie-Gel neben der ~70 kDa-Bande weitere 
Proteinbanden zu sehen. Im Eluat 2 zeigten sich 2 Proteinbanden im Coomassie-Gel. Die 
Proteinbanden sind 70 kDa und 36 kDa groß. Auch im entsprechenden Western-blot finden sich 
die Proteinbanden von 70 kDa und 36 kDa wieder (anti-ETA-Detektion). Die Ni-NTA Eluate 2 
hatten insgesamt ein Volumen von 30 ml und wurden konzentriert und umgepuffert (2.2.4.1). Bis 
auf ein ~36 KDa großes Protein konnten alle kontaminierenden Proteine von H22(scFv)-ETA´ 
entfernt werden. Zur weiteren Reinigung wurde eine Gelfiltration durchgeführt (Abbildung 15). 
Zur exakten Bestimmung der molaren Massen (MW) der zu analysierenden Fusionsproteine 
wurde eine Kalibrierung der Gelfiltrationssäulen mit den Referenzproteinen Immunoglobulin, 
Albumin, Ovalbumin und Chymotrypsin (150 kDa, 67 kDa, 43 kDa und 25 kDa) durchgeführt. 
Beispielhaft ist in Abbildung 15 die analytische Gelfiltration des in E.coli produzierten 
monovalenten Konstruktes nach der IMAC dargestellt.  
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Abbildung 15: Analytische Gelfiltration des H22(scFv)-ETA´ IMAC-Eluats nach dem Periplasmaaufschluss 
durch Lysozymbehandlung im kombinierten Fermentationsverfahren. Nach Kalibrierung mit dem SEC 
Standard von Biorad (2.2.4.3) wurden die aus der IMAC (2.2.4.2) gewonnenen Eluate auf die mit 1 x PBS 
äquilibrierte HighPrep Sephacryl 2-100 HR 16/60 Säule (Amersham Biosciences) aufgegeben (2.2.4.3) und mit 
einer Flussrate von 0,5ml/min aufgetrennt. Das Maximum lag bei einem Elutionsvolumen von 53 ml. Dies 
entspricht einem Molekulargewicht von ~ 70 kDa.  
 
Das anti-CD64-Konstrukt erwies sich im SDS-PAGE (Abbildung 16A) mit einer MW von 70 
kDa als Monomer. Man erkennt, dass durch die Gelfiltration das 36 kDa-Protein erfolgreich von 
dem Immuntoxin separiert werden konnte. In allen Fraktionen des Hauptpeaks (Fraktionen 12-
24) wurde nur eine ~ 70 kDa Bande detektiert und zusätzlich spezifisch mittels anti-ETA-Ak TC1 
im Western-Blot (Abbildung 16B) als H22(scFv)-ETA´-Immuntoxin nachgewiesen. Neben der 
~70 kDa-Bande konnten keine weiteren Banden im Blot detektiert werden.    
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Abbildung 16: SDS-PAGE- und Western-Blot-Analyse der SEC-Fraktionen von H22(scFv)-ETA´. Je 15 µl 
SEC-Eluate (2.2.4.3) wurden in einer 12 %igen SDS-PAGE (2.2.5.1) aufgetrennt und anschließend im Western-Blot 
auf eine Nitrozellulosemembran übertragen (2.2.5.2). Ein weiteres Gel wurde mit Roti-Nanoquant (ROTH) 
angefärbt. Die Immuntoxine wurden über einen ETA-spezifischen monoklonalen Ak (TC1) und mit alkalischer 
Phosphatase (AP) konjugierten Ziege-anti-Maus Antikörper nachgewiesen. Die Visualisierung der Banden erfolgte 
mit NBT/BCIP über eine AP-Reaktion. [M=Prestained Protein Marker (NEB), 12-26=SEC Eluate]    
 
Zur weiteren Charakterisierung des gereinigten monovalten anti-CD64 ITs wurde eine 
Bindeaktivitätanalyse durchgeführt. Die Fraktionen der Gelfiltration wurden in 1 x PBS 
umgepuffert und mittels Durchflusszytometie gemessen (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Durchflußzytometrische Analyse der Bindungsaktivität von H22(scFv)-ETA´. Das Immuntoxin 
wurde aus dem Fermentationsüberstand über IMAC (2.2.4.2) und SEC (2.2.4.3) gereinigt und in 1xPBS 
umgepuffert (2.2.4.1). Jeweils 100 µl umgepuffertes Eluat wurde mit 5 x 105 CD64+ U937 Zellen inkubiert. Die 
Population mit gebundenem Immuntoxin wurde auf ihre grüne Fluoreszenz (530nm) im Vergleich zur 
Negativkontrolle (Zellen ohne IT) ausgewertet (2.2.7.3). 
 
Eine eindeutige Population von U937- und L540-Zellen wurde für die Analyse ausgewählt. Die 
Zellen die nur mit den Nachweisantikörpern inkubiert wurden, zeigten keine 
Fluoreszenzverstärkung (Fluoreszenzintensität U937(CD64+): 100,3 und L540 (CD64-): 100,2. Die 
U937 Zellen, die mit dem monovalenten Immuntoxin und den Nachweisantikörepern inkubiert 
wurden, zeigten dagegen eine signifikante Fluoreszenzverstärkung (Fluoreszenzintensität 100,8); 
die Negativzellinien zeigten keine Verstärkung der Fluoreszenzintensität.   
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Abbildung 18: Zytotoxizitätstest von H22(scFv)-ETA´ nach Fermentation und Lysozymaufschluss. Das IT 
wurde aus dem Fermentationsüberstand über IMAC (2.2.4.2) und SEC (2.2.4.3) gereinigt und in 1xPBS 
umgepuffert (2.2.4.1). Die IT wurden in den angegebenen Konzentrationen auf die Zelllinien U937 (CD64+) und 
L540 (CD64-) gegeben und, wie in 2.2.7.6 beschrieben, angesetzt. Alle Daten sind Dreifachbestimmungen. Die 
Daten wurden nach Graph Pad Prism ausgewertet.  
 
Zur Analyse der Zytotoxizität von Lysozym-behandeltem IT an CD64, wurden die Zellen wie 
unter 2.1.10 beschrieben inkubiert. Als Assay-Kontrolle diente das Zellgift Zeozin. Bei den mit 
Zeozin behandelten Zellen wurde erwartungsgemäß eine dosisabhängige Proliferationsinhibition 
ermittelt (Daten nicht gezeigt). Bei den mit IT-behandelten Zellen wurde eine CD64- 
rezeptorspezifische, dosisanhängige Inhibition der Proliferation ermittelt (Abbildung 18). Mit 
Abnahme der Immuntoxinverdünnung nimmt die prozentual dargestellt Viabilität ab. Die 
Kontrollzelllinie bleibt vital. Es konnte bei keiner Immuntoxinverdünnung eine 
Proliferationsinhibierung ermittelt werden.  
3.1.2.2 Gewinnung von funktionalen rekombinanten Proteinen aus dem 
Periplasma nach Ultraschallaufschluss im Fermenter 
Die Immuntoxin-transformierten E. coli Zellen wurden im einfachen Fermentationsverlauf bis 
zur IPTG-Induktion analog zum kombinierten Fermentationsverlauf kultiviert (s. 2.1.2.1).  
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Bei dem Verfahren der PelletReinigung mittels Ultraschall, wurde die Zellen bis zu einer max. 
OD von 70  angezogen, mit IPTG induziert und nach 24 h geerntet. Die Kultivierung erfolgte 
hierbei durchgehend bei 28°C, anschließend wurde die Kultur abzentrifugiert. Das Pellet wurde 
dann in Resuspensionspuffer aufgenommen und das Periplasma über Ultraschall aufgeschlossen. 
Nachdem die Zellen einer 7 L-Expressionskultur abgeerntet waren, erfolgte ein periplasmatischer 
Aufschluss (2.2.3.2) von jeweils 300-600g Zellmaterial durch Ultraschallbehandlung. Die 
periplasmatische Fraktion wurde nach Entsalzung bzw. Umpufferung in EP-Puffer (2.1.3) über 
IMAC gereinigt (2.2.4.2). Der EP-Puffer enthielt 1M NaCl und 10mM Imidazol, um die Bindung 
unspezifischer Komponenten an die Säule zu reduzieren. Die Eluate der Imidazol-Fraktionen 
wurden mittels SDS-PAGE (2.2.5.1) und Western-Blot (2.2.5.1) analysiert. Die SDS-PAA-Gele 
und Western-Blots belegen, dass die Fermentation in Minimalmedium erfolgreich war und 
sowohl H22(scFv)-ETA´ als auch H22(scFv)2-ETA´ exprimiert wurden. Der in Abbildung 19 
und 20 dargestellte Western-Blot zeigt, dass die Expression im 7 L- Maßstab und die Reinigung 
durch Affinitätschromatographie erfolgreich waren und das ~70 kDa rekombinante H22(scFv)-
ETA´ in den Elutionsfraktionen 1-3 detektiert werden konnte; das gilt auch für das bivalente 
Immuntoxin. H22(scFv)2-ETA' wurde bei 97 kDa detektiert. 
Mittels IMAC konnte über den HIS-Tag das rekombinante Protein zum größten Teil vom 
Bakterienprotein separiert werden (Abbildung 19, Erste IMAC). Als anschließendes 
Reinigungsverfahren wurden verschiedene Chromatographien getestet, um einen 
höchstmöglichen Reinigungsgrad zu erzielen (s. Tabelle 5).   
Tabelle 5: Aufarbeitungsverfahren zur Erzielung und Optimierung eines höheren Reinheitsgrades der 
rekombinant hergestellten anti-CD64 Immuntoxine. 
Aufarbeitungs- 
verfahren 
Separation/  
Reinigung 
Bindungsaktivität  
auf FcγRI+  U937 Zellen 
Zytotoxizität 
auf FcγRI+ U937 Zellen 
IMAC +        +         + 
AAC -        +         + 
KAC +        +          - 
HIC -        +         + 
SEC +        +         + 
HAPC +        +         + 
 
Als möglicher nächster Reinigungsschritt wurde die Methode der 
Ionenaustauschchromatographie, nämlich die Anionenaustauschchromatographie (AAC) und die 
Kationenaustauschchromatographie (KAC) getestet. Für den Einsatz in einer AAC mußten die 
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Proteinlösungen vorbehandelt werden. Die IMAC-Eluate wurden über PD10-Säulen in einem für 
die AAC benötigten Bindepuffersystem (20 mM TRIS Puffer, pH 7,8) umgepuffert. Die Proteine 
wurden mit Elutionspuffer (20 mM TRIS Puffer, pH 7,8 +  0 M - 1 M NaCl) von der Säule 
gewaschen und die Elutionsfraktionen über SDS-Gel-Elektrophorese sowie Binde- und 
Viabilitäts-Assays analysiert. Durch den Anionentauscher konnte keine zufrieden stellende 
Separation erzielt werden; die Proteinlösung hat zwar spezifisch gebunden und war toxisch (IC50 
im hohen nM Bereich), jedoch waren noch zu viele Bakterienproteine in der Lösung (SDS-Gel-
Analyse) (Daten nicht gezeigt); es konnte mit dieser Prozedur kein höherer Reinigungsgrad 
erzielt werden. Für die KAC wurden die IMAC-Eluate in 20 mM NaAc Puffer, pH 5,2, 
umgepuffert und über eine KAC aufgetrennt. Durch den Kationentauscher konnte eine sehr gute 
Separation des IT von kontaminierenden Bakterienproteinen erzielt werden. Der Nachteil dieses 
Verfahren war jedoch, dass das rekombinante Protein trotz seiner Bindungseigenschaft keine 
Toxizitätseigenschaft mehr zeigte (Tabelle 5). Eine veränderte Reinigungsprozedur wurde 
erwogen und geprüft: Es wurde eine HIC-Chromatographie als erster Reinigungsschritt nach dem 
Pelletaufschluss durchgeführt, da die HIC-Chromatographie, das Periplasmalysat mit hohen 
Salzkonzentrationen trennen kann, und man das Lysat nicht, wie bei der IMAC, vorher 
umpuffern muss. Das Lysat wurde mit 1M Ammoniumsulfat (AS) auf verschiedene HIC-Säulen 
geladen (Phenyl FF (high sub); Butyl S; Octyl FF –abnehemende Hydrophobizität). 
Anschließend wurde das Protein mit einem Gradienten von 100, 80, 60, 40, 20, 0 % AS von der 
Säule eluiert. Das Ergebnis dieser Reinigung wurde mittels SDSGel-Elektrophoresen und 
korrespondierendem Western-Blot analysiert. Dabei ergaben sich folgende Ergebnisse: Der Lauf 
mit der Butyl-S-Säule erzielte mehr unspezifische Bindung als rekombinante Proteinbindung; mit 
der Octyl-FF-Säule: zu wenig rekombinante Proteinbindung; mit der Phenyl FF (high sub) Säule: 
gute rekombinante Proteinbindung. Jedoch konnte mit keiner HIC-Säule eine Separation der 
Bakterienproteine von den rekombinanten Proteinen erzielt werden (Tabelle 5). Als Folge dieser 
Resultate wurde die IMAC als zweiter Reinigungsschritt wiederholt, dabei konnten zum ersten 
Mal ein weiterer Reinigungsgrad erzielt werden (Abbildung 19). Es konnte genug 
Bakterienprotein aus der Proteinlösung separiert werden, um die Proteinlösung nun über eine 
Gelfiltration zu reinigen. Das Ergebnis ist in Abbildung 19 und 20 dargestellt. Die verschiedenen 
Reinigungsschritte wurden in SDS-PAA-Gelen (Daten nicht gezeigt) und Western-Blots (2.2.5.2) 
analysiert.  
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Abbildung 19: Reinigung der antiCD64-Konstrukte über IMAC und SEC. In diesen Abbildungen sind die 
SDS-PAGES (2.2.5.1) mit korrespondierenden Western-Blot (2.2.5.2) dargestellt. Erste IMAC (2.2.4.2), Zweite 
IMAC (2.2.4.2) und SEC (2.2.4.3) Aufarbeitungsverfahren wurden für die Reinigung der Immuntoxine H22(scFv)-
ETA´ und H22(scFv)2-ETA´aus dem Periplasmalysat durchgeführt. Die Eluate der Chromatographien wurden im 
Western-Blot (1.2.5.2) analysiert. Die Immuntoxine wurden über den N-terminalen His10-Tag durch einen ETA-
spezifischen Ak (TC1) und mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugierten Ziege-anti-Maus-Ak nachgewiesen. Die 
Visualisierung der Banden erfolgte mit NBT/BCIP über eine AP-Reaktion. [„Prestained Protein Marker Broad 
Range“ (NEB); Erste und Zweite IMAC: 1-3 Elutionsfraktionen 500 mM Imidazol; SEC 1-3 Elutionsfraktionen 1M 
NaCl] 
 
Durch die wiederholte IMAC konnte eine höhere Reinheit der Ni-NTA Eluate erzielt werden. Es 
entstanden weniger Abbauprodukte der nachfolgenden Eluate der SEC. Nach der zweiten IMAC 
wurde für das monovalente und bivalente IT eine ~ 16kDa kontaminierende Bande im SDS-
PAGE detektiert. Für das bivalente Konstrukt wurden 2 weitere kontaminierende Banden sowohl 
im SDS Gel als auch im Western Blot detektiert (siehe Abbildung 19 zweite IMAC). Nach 
weiteren Aufarbeitungen über eine Gelfiltration konnte bei beiden Konstrukten das ~ 16 kDa 
Protein erfolgreich abgetrennt werden. Die Gelfitration der monovalenten IT-Probe zeigte in allen 
Fraktionen sowohl im SDS-PAGE als auch im Western Blot nur eine Bande von der Größe: ~ 70 
kDa, die dem Immuntoxin H22(scFv)-ETA´ entspricht. Nach der Reinigung über die Gelfiltration 
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verblieben in den Eluaten neben dem bivalenten Konstrukt 2 weitere kontaminierende Banden 
(70 kDa und 60 kDa), die bereits nach der zweiten IMAC detektiert wurden. 
Nach jedem Reinigungsschritt wurden die Immuntoxine hinsichtlich ihrer Bindungsaktivität und 
zytotoxischen Wirksamkeit gegenüber CD64+ U937 und CD64- L540 Zellen getestet. Die 
Bindungsaktivität konnte dabei nach allen Reinigungsschritten verifiziert werden. Dies gilt 
ebenfalls für das zytotoxische Potenzial der Immuntoxine. IC50-Werte im 1-100 nM-Bereich 
konnten gemessen werden (Daten nicht gezeigt).  
Die Ergebnisse der Fermentation von anti-CD64-Fusionsproteinen im Minimalmedium und der 
anschließenden Aufarbeitungsverfahren bis zur Endotoxin-freien Reinigung des Immuntoxins 
sind exemplarisch für H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ in Abbildung 20 dargestellt. Im 
SDS-PAGE wurde aus den Fraktionen der HAP nur die 70 kDa H22(scFv)-ETA´- bzw. 97 kDa 
H22(scFv)2-ETA´-Bande analysiert. Der in Abbildung 20 dargestellte Western-Blot detektiert die 
70 kDa und 97 kDa Bande spezifisch als monovalentes und bivalentes anti-CD64 Immuntoxin. 
Durch wiederholt angewendete IMAC, SEC und HAPC gelang es letztlich, sämtliche 
kontaminierende Proteine von H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ zu eliminieren.  
 
 
Abbildung 20: Nachweis der HAPC-gereinigten H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ Immuntoxine im 
SDS-Gel und Western-Blot. Die Immuntoxine wurden über den N-terminalen His10-Tag durch einen ETA-
spezifischen Ak (TC1) und mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugierten Ziege-anti-Maus-Ak nachgewiesen. Die 
Visualisierung der Banden erfolgte mit NBT/BCIP über eine AP-Reaktion. [„Prestained Protein Marker Broad 
Range“ (NEB); H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ Eluat in 1M NaCl] 
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Abschließend ist festzuhalten, dass das bivalente IT äußerst instabil ist. Das wie o.g. gereinigte 
Immuntoxin besitzt die Eigenschaft nach der Lagerung (Einfrieren und Auftauen, Lyophilisieren) 
zu degradieren. Drei weitere Proteinbanden sind dann im Gel bei 70 kDa, 60 kDa und 36 kDa zu 
sehen. Es muss deshalb direkt für die Versuche frisch präpariert werden. Die Konzentration der 
im Fermentationsmaßstab exprimierten und gereinigten Immuntoxine wurde mit ~2mg/L 
Bakterienkultur bestimmt. Nach den Aufarbeitungsprozeduren wurde ein Verlust von 45% an 
rekombinantes Protein mittels Densitometrie errechnet. 
 
3.1.3 Versuche zur Verbesserung der Immuntoxinqualität 
Die Immuntoxinqualität ist von der Art der Lagerung und Reinheit des Produkts abhängig. In den 
nachfolgend beschriebenen Versuchen wurde getestet, ob sich die IT-Qualität verbessern lässt,  
indem man die Proteinlösung durch verschiedene Verfahren Endotoxin-frei bekommt. Des 
Weiteren kann die Qualität erhöht werden, indem man den Stabilitätserhalt der rekombinaten 
Proteine durch Einfrieren oder Gefriertrocknen gewährleistet. 
3.1.3.1 Endotoxinentfernung zur Steigerung des Reinheitsgrades auf GMP-
Grenzwert 
Endotoxine verursachen bei Mensch und Tier eine Fieberreaktion. Für eine Zulassung als 
Medikament und zu einem Verfahren der Medikamentenentwicklung nach der 
Arzneimittelverordung ist es unerlässlich, die Immuntoxine endotoxin-frei zu bekommen. Bei 
den im Rahmen dieser Dissertation hergestellten anti-CD64 Immuntoxine sollte gezeigt werden, 
dass die Funktionalität, vor allem die Toxizität, nur geringfügig verändert, erhalten bleibt. Dazu 
wurden die in 2.2.4.4. beschrieben verschiedenen Methoden der Endotoxinentfernung getestet. 
Zur Detektion der Pyrogene wurden zwei verschiedene Nachweisverfahren durchgeführt. Zum 
einen wurde der IL-1ß-Gehalt aus humanem Serum gemessen (3.1.3.1.1) und zum anderen wurde 
der nach EMEA anerkannte Test über LAL (3.1.3.1.2) verwendet.  
3.1.3.1.1 IL-1ß Detektion zum Nachweis der LPS-Entfernung 
Eine alternative Methode zum LAL-Test ist nach Entdeckung der wesentlichen Komponenten der 
Fieberreaktion ein zelluläres Testsystem, das die natürliche Fieberreaktion zur Grundlage hat 132. 
Monozyten reagieren auf alle potentielle Pyrogene mit einer IL-1ß-Ausschüttung. Daher lässt 
sich durch die Messung von IL-1ß im Vollblut eine Aussage über die Pyrogenität der 
Immuntoxinlösung machen. Die Immuntoxine sollten mittels ELISA-Messung auf Pyrogene 
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getestet werden. Humanes Vollblut wurde zu diesem Zweck mit den Immuntoxinproben inkubiert 
und anschließend das Serum auf IL-1ß getestet (2.2.4.4). 
 
IL-1ß Konzentration aus Serum nach Behandlung mit Immuntoxin-Probe aus denen LPS                  
mittles LPS-Removal-Kit entfernt wurde im Vergleich zur unbehandelten Immuntoxin-Probe 
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Abbildung 21: ELISA der HAPC gereinigten anti-CD64-Immuntoxine zum Nachweis von Endotoxin.         
Die IT wurden mittels Fermentation (2.2.3.2) in E. coli periplasmatisch exprimiert. Das Periplasma wurde mittels 
Ultraschall aufgeschlossen und das Lysat über IMAC, Gelfiltration und HAPC wie in 2.2.4.4 beschrieben gereinigt. 
Die Immuntoxine wurden mit einer Konzentration von 1 µg/ml in einem ml Vollblut (2.1.10) für 24h, 37°C, 5% 
CO2 inkubiert. 100 µl Serum wurde nach 24 h Inkubation von den anderen Blutzellen abgetrennt und im ELISA 
(2.2.6.1) eingesetzt  (n=3). Die statistische Abweichung lag nicht höher als 10%.    
 
Der ELISA-Assay zeigt, dass die Immuntoxine, die nach einem etabliertem 
Aufarbeitungsprotokoll gereinigt wurden (siehe Kapittel 3.1.2.2), zur Ausschüttung von IL-1ß im 
Vollblut beitrugen. Das H22(scFv)-ETA´ löste eine IL-1ß-Konzentration in Höhe von 1000 
pg/ml, H22(scFv)2-ETA´ eine Konzentration von 1800 pg/ml aus. Die nach den Methoden von 
Cambrex und Biorad behandelten Proteinlösungen zur LPS-Entfernung zeigten unterschiedliche 
Ergebnisse für beide Immuntoxine. Nach Induktion von H22(scFv)-ETA´ (Cambrex) konnte 
keine IL-1ß-Ausschüttung gemessen werden, wogegen im Serum des mit H22(scFv)2-ETA´ 
(Cambrex) inkubierten Vollblutes IL-1ß gemessen wurde (1900 pg/ml). Bei Vollblutproben die 
zur Kontrolle mit den verschiedenen eingesetzen Puffern inkubiert wurden, wurde im den 
entsprechenden Seren eine IL-1ß Konzentration von 34 pg/ml gemessen; dies liegt auf der 
gleichen Höhe wie IL-1ß, die als Basalexpression im Serum (Serumkontrolle) gemessen wurde. 
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3.1.3.1.2 Nachweis der LPS-Entfernung mittels LAL-Test 
Die Endotoxinentfernung mittels HAP-Chromatographie hat sich für beide Immuntoxine als 
letzter Reinigungsschritt, wie in 2.2.6.2 näher analysiert, bestätigt. 
Die derzeit empfindlichste Methode zur Messung der Endotoxine Gram-negativer Bakterien 
funktioniert über die Aktivierung der Gerinnungskaskade im Lysat von Amöbozyten, die aus 
Pfeilschwanzkrebsen (Limulus polyphemus) isoliert wurden (LAL-Test: 2.2.6). 
Vor der HAPC-Reinigung wurden bis zu 10000-fach höhere Endotoxinwerte als nach der HAPC- 
Reinigung ermittelt. Nach der Reinigung der Proteinlösungen über die HAPC-Chromatographie 
ergaben sich für die in-vitro-Assays und in Tierversuchen eingesetzen Immuntoxine die in der 
Tabelle aufgeführten Endotoxinkonzentrationen: 
Tabelle 6: Bestimmung der Edotoxinkonzentration (Pyrogen plus, Cambrex) von H22(scFv)-ETA´ und 
H22(scFv)2-ETA´ nach der HAP Reinigung (1.2.4.3) 
Immuntoxin  Immuntoxin- 
konzentration 
Bestimmung der 
Endotoxinkonzentration  
H22(scFv)-ETA´ 10-7 M < 0,5 EU/ml 
H22(scFv)-ETA´ 10-8 M < 0,5 EU/ml 
H22(scFv)-ETA´ 10-9 M < 0,5 EU/ml 
H22(scFv)2-ETA´ 10-7 M < 0,5 EU/ml 
H22(scFv)
 2-ETA´ 10-8 M < 0,5 EU/ml 
H22(scFv)
 2-ETA´ 10-9 M < 0,5 EU/ml 
 
Die Endotoxinwerte liegen für beide Immuntoxinkonstrukte unter 0,5 EU/ml und entsprechen  
der in Tabelle 6 aufgelisteten Verdünnungen, welche berechnet wurden. 
Die Überprüfung der Funktionalität nach erfolgreicher Endotoxinentfernung wurde mittels XTT-
Test durchgeführt (Abbildung 22). Die Versuche wurden sowohl mit dem monovalenten als auch 
mit dem bivalenten IT durchgeführt. Da sich die Ergebnisse bei beiden nicht unterschieden 
haben, wurde beispielhaft das bivalente IT in der Abbildung 22 dargestellt. 
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Abbildung 22: Vergleich der Zytotoxizität vor und nach der Endotoxinentfernung mittels HAPC-gereinigten 
IT. Dargestellt werden die Viabilitäten (n=3) der Zelllinien U937 (CD64+) und L540(CD64-), nach Inkubation der 
Zellen mit dem bivalentem H22-(scFv)2-ETA´. Die U937-Zellen wurden 24 Stunden zuvor mit INF-γ stimuliert 
(2.1.10). Das Immuntoxin wurden nach 2.2.4 hergestellt und der Viabilitätsassay nach 2.2.7.6 durchgeführt. Die 
IC50-Werte wurden mittels Graph Pad Prism bestimmt.  
 
Die Daten zeigen eine geringfügig niedrigere Aktivität des Immuntoxins, dem über HAPC die 
Endotoxine entzogen wurde im Vergleich zu dem Immuntoxin vor der Endotoxinentfernung. 
Dies wurde durch die Ermittlung der IC50 Werte festgelegt, der vor der Endotoxinentfernung  65 
nM betrug und nach der Endotoxinentfernung 60 nM. 
 
  
 
 
 
 
3 Ergebnisse                                                                                                               - 71 - 
3.1.3.2 Test zur Langzeitlagerung und Stabilitätserhöhung von ETA´-basierten 
Immuntoxinen  
 
Zur Erhaltung der funktionellen Struktur der Immuntoxine für die Dauer von 2 Monaten sollten 
zwei Methoden getestet werden. Zum einen das Einfrieren und zum anderen die Gefriertrocknung 
der Immuntoxine. 
3.1.3.2.1 Einfrieren 
Proteine werden durch Proteasen abgebaut; deshalb werden die Immuntoxine eingefroren. Der 
Auftau- und Einfrierprozess führt aber leider zur Schädigung der Proteinstruktur und damit ihrer 
Funktionstüchtigkeit. Da bekannt ist, dass bei Einfrieren der Immuntoxine oder scFv die 
zytotoxische Aktivität in Abhängigkeit von der Konzentration der Immuntoxine drastisch 
abnimmt, wurden verschiedene Substanzen auf ihre stabilisierende Wirkung beim Einfrierprozess 
getestet. Dies sei am Beispiel von IMAC aufgereinigtem H22(scFv)-ETA´ mit Glyzerol, Ectoin 
und Natriumchlorid gezeigt. Bezüglich der IC50-Werte sind diese Präparationen nicht zu 
vergleichen mit den hochaufgereinigten Immuntoxinen aus Kapitel 3.2.3, Abbildung 26. Nach 
zweimonatiger Lagerung der eingefrorenen Proben bei -20°C wurden die Proben aufgetaut und 
mittels eines XTT-Assays auf ihre verbliebene Toxizität hin überprüft und verglichen.   
 
Tabelle 7: Übersicht der IC50-Werte bei verschiedenen Formulierungen der Immuntoxinlösung 
 PBS 2 M NaCl 1 M Ectoin 50 % (v/v) Glyzerol 
Toxizität  
(IC50 in nM) 
 
400 
 
184 
 
151 
 
225 
 
Für die Immuntoxine, die in 1M PBS eingefroren und aufgetaut wurden, wurde ein IC50-Wert 
von 400 nM ermittelt. Nach dem Auftauen der 2 M NaCl Immuntoxinlösung wurde auf den U937 
Zellen eine Toxizität von IC50-Wert von 184 nM, bei 1 M Ectoin von 151 nM und bei der IT 
Lösung in Glyzerol von 225 nM ermittelt.  
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3.1.3.2.2 Gefriertrocknung  
Nach der Gefriertrocknung (Lyophilisierung), wie unter 2.2.7.1.2 beschrieben, wurde die 
Immuntoxinfunktionalität im XTT-Test (siehe Abbildung 23) getestet und mit der 
Durchflusszytometrie überprüft, ob die Bindespezifität nach der Lyophilisierung erhalten 
gebliebenen war.  
 
 
Abbildung 23: Viabilitätsassay zum Vergleich der Zytotoxizität der IT-Proben vor und nach der 
Gefriertrocknung. Dargestellt werden die Viabilitäten (n=3) der Zelllinien U937 (CD64+) und L540 (CD64-), nach 
Inkubation der Zellen mit dem monovalentem H22(scFv)-ETA´. Die U937-Zellen wurden 24 Stunden zuvor mit 
INF-γ stimuliert (2.1.10). Das Immuntoxin wurde nach 2.2.4 gereinigt nach 2.2.7.1.2 lyophilisiert. Der 
Viabilitätsassay wurde nach 2.2.7.6 durchgeführt. Die IC50-Werte wurden mittels Graph Pad Prism bestimmt.  
 
Eine eindeutige Abnahme der Toxizitätsaktivität von IC50= 1pM auf IC50=11 pM wurde für die 
Immuntoxinproben vor der Lyophilisierung und nach der Lyophilisierung im Proliferationassay 
ermittelt.  
IC50=1 pM  IC50= 11 pM  
log 
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3.2 In-vitro-Charakterisierung von  H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-
ETA´  
3.2.1 Lokalisationsanalyse, Bindungs- und Internalisierungsanalyse mit der  
konfokalen  Mikroskopie 
Mit der konfokalen Mikroskopie sollte die Bindung und Internalisierung der anti-CD64 
gerichteten Immuntoxine visuell analysiert werden. Die konfokale Laserscanner Mikroskopie 
unterscheidet sich von der nicht konfokalen Mikroskopie dadurch, dass durch die Verwendung 
einer sehr kleinen Blende die Tiefenschärfe des optischen Abbildes so stark reduziert wird, dass 
die schichtweise Aufnahme von dreidimensionalen Objekten möglich ist.  
Es sollten sowohl Lichtbilder hergestellt werden, die die Viabilität der Zelle visualieren, als auch 
Fluoreszenzbilder, mit denen die Immuntoxine durch Fluoreszenz-gekoppelteNachweisantikörper 
darstellt werden können.  
Die Vorgänge an der Zellmembran und in der Zelle können in ihrem zeitlichen Ablauf verfolgt 
und dargestellt werden; Zudem galt es, mögliche morphologische Veränderungen der Zelle und 
des Zellkerns nach IT-Einwirkung darzustellen. 
Der Zellkern kann durch den Farbstoff Draq5 differentiell angefärbt werden. Beide 
rekombinanten Immuntoxine binden spezifisch an die CD64 exprimierenden U937-Zellen. 
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Abbildung 24: Analyse der rezeptorvermittelten Internalisierung des anti-CD64-Immuntoxins       
H22(scFv)2-ETA auf CD64+ U937 Zellen.  In dieser Abbildung sind die Bilder der CD64+-Zellen nach Inkubation 
mit IT mittels konfokalem Laserscanning-Mikroskop (2.2.7.4) dargestellt. Die CD64+ U937 Zellen (1.1.10) wurden 
für 0,5- 3 h bei RT mit 10 µg/ml IT inkubiert. Linke Spalte: Durchlicht; Mitte: Überlagerung der Fluoreszenzen; 
rechts: Überlagerung Durchlicht + grüne Fluoreszenz. A,B,C,D,E,F - Markierte CD64+-Zelle mit bivalentem anti-
CD64 Immuntoxin; Inkubationszeiten von (A) 30 min, (B) 60 min, (C) 1,5 h, (D) 2 h, (E) 2,5 h, (F) 3 h.  A,B,C,D,E 
- Detektion der Immuntoxine durch Fluoreszenz-Markierung der CD64+-Zelle mit anti-His ALEXA, 488 nm 
Anregung (grün). B,D,E - Fluoreszente Mehrfachmarkierung der CD64+-Zelle und Immuntoxine (DRAQ5, 633 nm 
Anregung (blau) und anti-His ALEXA, 488 nm Anregung (grün). 
 
Durch die konfokalmikroskopischen Aufnahmen konnten dynamisch-zelluläre Prozesse der 
CD64+- Zellen unter dem Einfluss des anti-CD64-Immuntoxins mikroskopisch dargestellt und 
somit das Binde- und Internalisierungsverhalten der Immuntoxine analysiert werden. Die Zellen, 
der Zellkern und die Immuntoxine wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten dargestellt. Damit 
konnte gezeigt werden, dass sich die Lokalisation des rekombinanten anti-CD64-Immuntoxins 
auf der CD64+-Zelle zeitlich ändert (Abbildung 24). Zusätzlich wurde durch die Aufnahme einer 
Fokalebene die Bindung auf der Oberfläche dargestellt (Abbildung 24-II A). Nach 30 Minuten 
bindet das Immuntoxin auf der Zellmembran von CD64+-Zellen (Abbildung 24-A-Mitte). Eine 
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Bindung auf CD64--Zellen wurde nicht gesehen, was auch mittels Durchflusszytometrie und 
Toxizitätstest belegt wurde (Abbildung 25, 26). Durch die dreidimensionale Darstellung der 
Zelle, indem Schichtaufnahmen durch die Zelle gemacht wurden, konnte gezeigt werden, dass 
das Immuntoxin auf der gesamten Zelloberfläche der Zelle gebunden hat (Abbildung nicht 
gezeigt). 
Nach 60 – 90 Minuten wird das IT komplett in die Zelle internalisiert (Abbildung 24-B,C-Mitte). 
Nach 120 Minuten sieht man, dass das IT wieder aus der Zelle austritt. Die Zellmembran stülpt 
sich blasenförmig nach außen (Abbildung 24-II D). In Abbildung 24-E sieht man, dass die 
Zellorganellen komplett aus der Zelle ausgetreten sind. Das Immuntoxin wird hier im 
Zellorganellengemisch detektiert. Das gleiche Bindungs- und Internalisierungsmuster ließ sich 
auch für das monovalente anti-CD64 Immuntoxin nachweisen (Daten nicht gezeigt). Es wurde 
keine Bindung an CD64-negativen L540-Zellen festgestellt (Daten nicht gezeigt).  
3.2.2 Vergleich der Bindungsintensität der anti-CD64-Immuntoxine mittels 
Durchflusszytometrie 
Die rezeptorspezifische Bindung und Internalisierung der IT an CD64+ U937-Zellen konnte 
bereits mit konfokalmikroskopischen Verfahren (3.2.1) gezeigt werden. Durchflusszytometrische 
Analysen sollten nun zeigen, ob es - bei gleichen Mengen eingesetzem IT auf gleichen Mengen 
Zellen - zu quantitativen Unterschieden der IT-Bindung kommt. Der Nachweis der IT-Bindung 
wurde an der Monozytenzelllinie U937 festgestellt. Als Negativkontrolle wurden CD64-negative 
L540-Zellen verwendet (Abbildung 25). Hierbei wurden die Zellen mit den Immuntoxinen 
inkubiert und deren Bindung über einen fluoreszierenden Sekundär-Antikörper nachgewiesen.  
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Abbildung 25: Durchflusszytometrische Analyse: Vergleich der Bindeaktivität des monovalenten mit dem 
bivalenten IT. Hochaufgereinigtes monovalentes und bivalentes anti-CD64-Immuntoxin (2.2.4) wurden mit U937 
und L540 Zellen (2.1.10) inkubiert. Als positiv-Kontrolle wurde der monoklonale anti-CD64-FITC gekoppelte AK 
(1.1.9) verwendet. Als negativ-Kontrolle wurde PBS und der Nachweisantikärper anti-His-ALEXA (488) eingesetzt. 
Der Bindungsnachweis der Immuntoxine erfolgte über anti-His-ALEXA (2.1.9) und wurde in einer anschließenden 
Durchflusszytometrischen Analyse (2.2.7.3) dokumentiert.  
 
Die durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigen eindeutig eine dreifach stärkere 
Fluoreszenzintensität des bivalenten Immuntoxins im Vergleich zum monovalenten Immuntoxin 
(Abbildung 25). Für das bivalente Immuntoxin wurde eine Fluoreszenzintensität von 22,3, für das 
monovalente Immuntoxin von 7,2 ermittelt. Die negativ Kontrolle zeigt keine signifikante 
Bindung (Verschiebung um 0,1) an die CD64+-Zellen und auch keine Bindung an die L540 
Zellen. Eine signifikante Bindung konnte mit der Positiv-Kontrolle, anti-CD64-FITC Ak 
analysiert werden. Hier konnte eine 27,2-fach höhere Verschiebung der Fluoreszenz belegt 
werden. Zusammenfassend ist zu sagen, dass das bivalente IT eine dreifach höhere 
Bindungsaktivität im Gegensatz zu seinem monovalenten Gegenspieler hat und damit dem 
bivalenten monoklonalen anti-CD64 Antikörper sehr nahe kommt. 
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3.2.3 Nachweis rezeptorspezifischer Zytotoxizität von H22(scFv)-ETA´ und 
H22(scFv)2-ETA´  
Nachdem die spezifische Bindung der anti-CD64 Immuntoxine inklusive Internalisierung (3.2.1), 
sowie eine höhere Bindungseigenschaft des bivalenten Immuntoxins im Vergleich zum 
monovalenten Immuntoxins an CD64+-Zellen ermittelt wurde (3.2.2), sollte in diesem Versuch 
untersucht werden, ob die anti-CD64-Immuntoxine sich auch hinsichtlich ihrer spezifischen 
Toxizität unterscheiden. Die Immuntoxine werden nach spezifischer Bindung des H22(scFv) und 
H22(scFv)2 an den CD64-Rezeptor der CD64 exprimierenden Monozytenzelllinie internalisiert. 
Durch die Internalisierung ins Zytoplasma der Zelle, einem gezielten Transport zum und Bindung 
an den Elongationsfaktor II, inhibiert ETA die Proteinbiosynthese in der Zelle. Die Hemmung der 
Proteinbiosynthese bzw. die Funktionälität der toxischen Domäne ETA´ der Immuntoxine, sollte 
durch einen Viabilitätsassay ermittelt werden. Die Immuntoxin-Proben (2.1.4) wurden im XTT- 
Test (2.2.7.6) mit einer Verdünnungsreihe von 10-7 - 10-9 M inkubiert und die spezifische 
Zytotoxizität mittels XTT Assay gemessen. Die Graphik Abbildung 26 zeigt den prozentualen 
Anteil der Viabilität relativ zu unbehandelten Kontrollzellen.  
3 Ergebnisse                                                                                                               - 78 - 
 
Abbildung 26: Zytotoxische Aktivität des monovaleten und bivalenten anti-CD64-Immuntoxins. Dargestellt 
werden die Viabilitäten (n=3, Dreifachbestimmung) der Zelllinien U937 (CD64+) und L540(CD64-), nach 
Inkubation der Zellen mit dem monovalentem H22(scFv)-ETA´ und bivalentem H22-(scFv)2-ETA´. Die U937-
Zellen wurden 24 Stunden zuvor mit INF-γ stimuliert (1.1.10). Die Immuntoxine wurden nach 1.2.4 hergestellt und 
der Viabilitätsassay nach 1.2.7.5.1 durchgeführt. Die IC50 Werte wurden mittels Graph Pad Prism bestimmt.  
 
Die Zytotoxizität der Immuntoxine wurde in-vitro mittels Viabilitätsmessung auf der CD64+-
Zelllinie U937 der CD64--Zelllinie L540 getestet. Beide Immuntoxine inhibierten die 
Proliferation ausschließlich der CD64+-Zelllinie (Abbildung 26) in Abhängigkeit von der Dosis. 
Das monovalente Fusionsprotein erreichte einen IC50-Wert von 140 pM, wogegen das bivalente 
H22(scFv)2-ETA´ auf den gleichen Zellen einen IC50-Wert von 14 pM erreichte. Kein 
inhibierender Effekt wurde auf den mit gereinigten rekombinanten Immuntoxinen inkubierten 
CD64- Zellen ermittelt. Für das Zellgift Zeozin wurde auf allen Zelllinien eine dosisabhängige 
Inhibition der Zellviabilität bestimmt (Daten nicht gezeigt). Beim diesem Nachweis 
  
log 
  
IC50= 14 pM  IC50= 140 pM 
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rezeptorspezifischer Zytotoxizität wurde eine ca. 10-fach höhere in-vitro-Toxizität für das 
bivalente Immuntoxin H22(scFv)2-ETA´  verifiziert. 
 
3.2.4  Nachweis des induzierten Zelltotes durch einen Apoptoseassay  
Die spezifische Toxizität und Funktionalität der Immuntoxine sollte neben der Viabiltitätsanalyse 
(2.2.3) durch einen Apoptoseassay nachgewiesen werden. Ein Nachweis der Apoptose ist 
erforderlich, um einen induzierten Zelltod nur durch Nekrose ausschließen zu können. Die 
Apoptose wurde mit einem AnnexinV-Assay im Durchflußzymteter nachgewiesen (2.2.7.5.3). 
Der Apoptose-Assay wurde mit den rekombinanten anti-CD64-Immuntoxinen auf den Zelllinien 
U937 und L540 durchgeführt. Als Positiv-Kontrolle für die spezifische Bindung an den CD64-
Rezeptor wurde der monoklonale, chemisch gekoppelte Antikörper H22-Rizin eingesetzt 
(Abbildung 27). Als Kontrollprobe wurde Zeozin eingesetzt (Abbildung 27). Die Messungen 
wurden nach 0, 2, 4, 6, 8, 24, 48, 96 Stunden Inkubation der Zellen mit den Immuntoxinen und 
den Kontrollen durchgeführt. Abbildung 27 zeigt exemplarisch die Auswertungen des Annexin-
Assays von U937- und L540-Zellen inkubiert mit H22(scFv)2-ETA´. Hierbei wird deutlich, dass 
schon nach vierstündiger Inkubation die Immuntoxine Apoptose in den CD64+-Zellen induzieren. 
Der Anteil apoptotischer Zellen verstärkt sich deutlich nach 8 bis 24 Stunden Inkubation. Nach 
48 Stunden sterben die früh-apoptotischen Zellen.  
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Abbildung 27 Analyse des Zelltodes mittels Apoptoseassay im Durchflusszytometer. CD64+ U937-Zellen nach 
2, 4, 6, 24 Stunden Inkubation 10-8 M H22-Rizin und 50 µg Zeozin. Ganze Zellen wurden simultan mit FITC-
konjugiertem Annexin V und Propidium-Iodide (PI) in PBS nach Herstellerprotokoll (2.2.7.5.3) gefärbt. 105 Zellen 
wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert und die Subpopulationen AnnV+/−, PI+/− identifiziert. Vier 
Populationen können unterschieden werden: Unberührte Zellen (AnnV−, PI−), frühe apoptotische Zellen (AnnV+, 
PI−), späte apoptotische Zellen (AnnV+, PI+) and nekrotische Zellen (AnnV −, PI+). 
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Abbildung 28: Analyse des Zelltodes mittels Apoptoseassay im Durchflusszytometer. CD64+ U937-Zellen und 
CD64- L540-Zellen nach 0, 4, 8, 24, 48, 96 Inkubation mit 10-9 M bivalenten anti-CD64-Immuntoxin. Ganze Zellen 
wurden simultan mit FITC-konjugiertem Annexin V und Propidium-odide (PI) in PBS nach Herstellerprotokoll 
(2.2.7.5.3) gefärbt. 105 Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert und die Subpopulationen AnnV+/−, 
PI+/− identifiziert. Vier Populationen können unterschieden werden: Unberührte Zellen (AnnV−, PI−), frühe 
apoptotische Zellen (AnnV+, PI−), späte apoptotische Zellen (AnnV+, PI+) and nekrotische Zellen (AnnV−, PI+). 
 
Sowohl die rekombinanten Immuntoxine H22(scFv)-ETA´ (Daten nicht dargestellt) und 
H22(scFv)2-ETA´ (Abbildung 28) als auch das chemisch synthetisierte anti-CD64-Rizin-
gekoppelte Immuntoxin H22-Rizin (Abbildung 27), töteten spezifisch die CD64+-Monozyten-
Zelllinien durch Induktion von Apoptose. Dass der Assay funktioniert hat, zeigt die Zeozin-
Kontrolle. Die CD64-positiven, monozytären Zellen (Abbildung 27) und auch die L540 Zellen 
(Daten nicht dargestellt) werden abgetötet. Die L540 Zellen, die keinen CD64-Rezeptor 
exprimieren, bleiben vital (Abbildung 28). Diese Daten zeigen eindeutig, dass die ETA´-basierten 
anti-CD64 scFv-Proteine spezifisch die Inhibition der Zellproliferation über den Apoptoseweg 
einleiten.  
 
 
 
3 Ergebnisse                                                                                                               - 82 - 
3.3 In-vivo-Experimente mit den anti-CD64 Immuntoxinen 
Das H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ wurde wie in 2.1.7 beschrieben hoch aufgereinigt 
und anschließend die spezifische Bindungsaktivität und zytotoxische valenzabhängige Aktivität 
in-vitro nachgewiesen (3.2.3). Anhand der CD64-positiven transgenen Mäuse sollte anschließend 
überprüft werden, ob die Immuntoxine H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ auch in-vivo 
wirksam sind und valenzabhängig potentielle höhere Effektivität zeigen. Das 
entzündungshemmende Potential der Immuntoxine, d.h., spezifisch dysregulierte Makrophagen 
zu töten, sollte mit dem folgenden Hautmodell evaluiert werden. Die Versuche erfolgten an 4-6 
Wochen alten männlichen CD64-transgenen DBA/2 Mäusen. 
 
In hCD64-transgenen Mausmodellversuchen sollte überprüft werden, ob sich die Immuntoxine 
H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´, wie für in-vitro-Situationen in 3.2 gezeigt, auch in-vivo 
als wirksam erweisen. Die rekombinant hergestellten Immuntoxine sollten in den gescreenten, 
transgenen Mäusen (3.3.1) bezüglich ihrer Toxizität verglichen werden. Eine Aktivierung der 
Makrophagen im Dermalbereich bei hCD64+-Mäusen, wurde durch eine subkutane SDS-
Behandlung (2.2.8.2) erzielt, womit eine sichtbare chronische Entzündungen auf der Haut 
ausgelöst werden konnte. Die Versuchsanordnung erforderte, auf der Haut der Maus (künstlich) 
Entzündungen zu induzieren und eine effektive Eliminierung der durch aktivierte Makrophagen 
induzierten entzündeten Haut zu gewährleisten. Nach Auslösen einer atopischen Entzündung bei 
CD64-positiven DBA/2 Mäusen durch SDS-Applikation sollte eine  anschließende Injektion von 
anti-CD64 Immuntoxinen bei der Maus eine Entzündungshemmung bewirken wobei im 
Erfolgsfall zu überprüfen war, ob die durch die induzierte Entzündung aktivierten Makrophagen 
abgetötet und eliminiert wurden.  
 
3.3.1 Screening von transgenen hCD64-positiven Mäusen 
Mit dem Screening von DBA/2-Mäusen sollten die hCD64-transgenen Mäuse von den nicht 
transgenen Mäusen selektioniert werden.  
Den gezüchteten Mäusen wurde dafür Blut aus der Schwanzvene abgenommen. Das Blut wurde 
wie unter 3.1.8 beschrieben inkubiert und gefärbt. CD64-positive Monozyten werden mittels 
CD64-FITC im Duchfußzytometer detektiert. 
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Abbildung 29: Phänotypische Testung von Versuchsmäusen auf hCD64+. Dargestellt sind die Dot Plots der 
durchflusszytometrischen Analyse von Mausblutzellen.  Das Vollblut wurde wie 2.1.8 beschrieben behandelt und 
analysiert. Das Gate R1 definiert für humanes CD64 positive Monozyten und Makrophagen. Ab einem 
Schwellenwert von 5% positiver Makrophagen wurden Mäuse für die Tierversuche verwendet.  
 
In den Dot Blots sind zum einen die Blutzellpopulationen nach Größe und Granularität verteilt 
dargestellt. Zum anderen wurde die Fluoreszenzintensität gemessen. Die 
Monozytenpopulationen, die humanes CD64 exprimieren sind rot gefärbt dargestellt. Die 
Fluoreszenzabbildung zeigen, dass CD64-FITC positive Zellen vorhanden sind, [siehe R1 / rote 
Population]. Durchschnittlich wurden 50 % der Versuchsmäuse als hCD64+-transgen, aus der 
Züchtung selektiert und für die in-vivo-Versuche verwendet. 
 
3.3.2 Nachweis der valenzabhängigen Toxizität von rekombinanten anti-
CD64- Immuntoxinen   
In diesem in-vivo-Experiment konnte deutlicht gezeigt werden, dass sich durch rekombinant 
hergestellte anti-CD64-Immuntoxine aktivierte Makrophagen abtöten und eliminieren lassen 
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(Abbildung 31). Zudem wurde gezeigt, dass das bivalente Immuntoxin mit 95,2 % deutlich mehr 
Zellen abtötet als das monovalente Immuntoxin mit 79 % (Abbildung 30).  
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Abbildung 30: Gewebeschnittanalyse nach Immuntoxinbehandlung im hCD64+-Mausmodell. In diesem 
Diagramm sind die nach immunohistochemischer Färbung (2.2.8.4) ausgezählten hFcgRI-exprimierenden Zellen 
prozentual als überlebende Zellen dargestellt. Nach der Behandlung mit H22(scFv)-ETA´ (10-7,10-8,10-9 M) ist der 
Anteil an überlebenden Zellen in den Gewebeschnitten signifikant höher als nach H22(scFv)2-ETA´-Applikation 
(10-7,10-8,10-9 M) (p<0,001). Signifikante Unterschiede an überlebenden Zellen ergaben sich nach der Applikation 
von H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ Immuntoxin (*p<0,001). Ebenso war die Anzahl an überlebenden 
Zellen nach 10-7,10-8,10-9 M Immuntoxinappliaktion signifikant (*p<0,001.). Die Datenpunkte repräsentieren die 
Anzahl der Zellen pro Millimeter, in 6 Exprimenten für jede Immuntoxinapplikation, neun PBS 
Kontrollapplikationen und neun Kontrollen. 
 
Die als negative Kontrolle, ohne Immuntoxin, (nur mit PBS behandelte Haut), zeigt 
erwartungsgemäß keine signifikante Verringerung der Makrophagen. Die Anzahl der hier 
gezählten Makrophagen wurde als 100%-Referenz überlebender hCD64positiver Makrophagen 
definiert. 
Die transgene Maushaut, die mit dem monovalenten Immuntoxin behandelten wurde, zeigte 
durchschnittliche Überlebensraten von 57% [+-5%] (10-9M), 36,3% [+-5%] (10-8M), und 21% [+-
5%] (10-7M), CD64+-exprimierender Zellen. Das bivalente IT erbrachte bei der Auszählung 
43,3% [+-5%], 13% [+-5%], und 4,8% [+-5%],  CD64+-aktivierte Monozyten bei den jeweiligen 
Verdünnungen von (10-9, 10-8 und 10-7 M).  
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PBS H22(scFv)2-ETA´ 10-7 M
 
Abbildung 31: Gewebeschnitte von hFcγRI-transgenen Mäusen nach Applikation von H22-(scFv)2-ETA´ und 
einer PBS-Kontrolle. Die PBS-Kontrolle und das Immuntoxin wurden intradermal in die zuvor mit SDS behandelte 
Maus injiziert. Das Immuntoxin wurde mit verschiedenen Konzentrationen (10-7, 10-8, 10-9 M) intradermal in die 
chronisch entzündliche Haut appliziert. Die Mäuse wurden 24 Stunden später geopfert. Die Hautproben wurden in 6 
µm dicke Sektionen geschnitten und diese Gewebeschnitte anschliessend immunhistochemisch mit anti-CD64-FITC 
gefärbt (2.2.8.4). Abbildung 30-links zeigt die FcγRI-exprimierenden Zellen und Makrophagen nach der Injektion 
von PBS. Abbildung 30-rechts nach der Injektion von H22-(scFv)2-ETA´.  
 
Die Immuntoxinintoxifikation im Mausmodell erbrachte innerhalb von 24 Stunden eine nahe zu 
komplette Auflösung der hFcγRI-exprimierenden Zellen aus der Haut (Abbildung 31). Abbildung 
31 präsentiert beispielhaft zwei Gewebeschnitte von allen Auszählungen die in Abbildung 30 
dargestellt sind. Die Gewebeschnitte aus der mit PBS behandelten Maushaut zeigen starke 
Pinkfärbung. Die mit H22(scFv)-ETA´ und mit H22(scFv)2-ETA keine Pinkfärbung. Diese Daten 
spiegeln sich in den mikroskopisch ermittelten Werten der CD64-gefärbten Zellen wieder, die in 
Abbildung 30 als überlebende Zellen dargestellt sind. 
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4 Diskussion 
Aktivierte und CD64-positive Makrophagen spielen eine essentielle Rolle in der Pathogenese von 
chronischen Entzündungen 116, 133-136. Makrophagen produzieren entzündüngsfördernde Zytokine, 
reaktiven Sauerstoff, sowie proteolytische Enzyme, die direkt das Gewebe zerstören können 137. 
Aktivierte Makrophagen findet man besonders in chronisch entzündeter Haut, wie sie zum 
Beispiel bei atopischer Dermatitis oder psoriasiformer Hautentzündung zu finden ist 111. Sie 
kommen dort in deutlich erhöhter Zahl vor und zeichnen sich durch eine erhöhte Expression von 
CD64 (FcγRI) aus 24. In einer vorhergehenden Studie konnte der Rückgang bzw. die Auflösung 
der Hautentzündung durch die Eliminierung der aktivierten Makrophagen durch die Applikation 
des chemisch gekoppelten monoklonalen CD64-Antikörper, H22-RizinA, nachgewiesen werden 
53
. Dieses Immuntoxin zeigte in weiteren Versuchen jedoch auch gravierende Nachteile, die 
insbesondere auf die Effektorfunktion des Fc-Teils des zugrunde liegenden mAk zurückzuführen 
sind. Neben den hier gefundenen Nebenwirkungen haben chemisch gekoppelte Immuntoxine 
generell folgende Nachteile: Es entsteht durch die chemische Koppelung ein inhomogenes 
Produkt in Bezug auf Koppelungsort und Grad der Beladung des Antikörpers mit Toxin; zudem 
ist diese Art der Produktion von IT aufwendig und teuer 138. Eine elegante Methode, die 
genannten Probleme zu umgehen, ist die Herstellung rekombinanter Immuntoxine in Bakterien. 
Die fusionierten Genprodukte sind viel einfacher zu modifizieren und ökonomischer herzustellen, 
als die chemischen Kopplungsprodukte 139. Die Möglichkeit der kostengünstigen Produktion 
solcher genetisch hergestellten Biopharmazeutika wurden bereits durch verschiedene 
rekombinante Fusionsproteine gezeigt, die im großen Maßstab produziert wurden 86, 119, 121, 140. 
Durch die Reduktion des Antikörpers auf seine Bindedomänen VH und VL, verbunden zu einem 
single-chain-Antikörperformat (scFv), konnte die FC-Effektorfunktion entfernt, und das Molekül 
deutlich verkleinert werden, was ein weiterer Vorteil für die Expression in E. coli. darstellt. 
Weiterhin wurde das Toxin, in diesem Fall das Pseudomonas Exotoxin A (ETA´), direkt 
genetisch an den (scFv)-Antikörper fusioniert. So wird das Immuntoxin als ein Polypeptid 
exprimiert und die Stöchiometrie zwischen Bindedomäne und Toxin ist immer genau bestimmt, 
bei H22-ETA´ 1:1 und bei H22(scFv)2-ETA´ 2:1. Der spezifische zytotoxische Effekt des 
H22(scFv)-ETA´ wurde bereits von Tur et al. auf CD64-positiven AML-Zellen demonstriert 119. 
Ebenso konnte, nach der in dieser Dissertationsarbeit beschrieben Fermentation und 
Aufarbeitung, das H22(scFv)-ETA´, auch CD64-aktivierten Makrophagen, stammend aus 
infizierten Leishmania-Patienten, abgetötet werden (persönliche Kommunikation: Van 
Weyenbergh et al., eingereicht zur Veröffentlichung). Ein weiterer Vorteil von rekombinanten 
4  Diskussion                                                                        - 88 -                         
Immuntoxin-Konstrukten ist deren Flexibilität hinsichtlich von Modifikationen. Die Addition 
von, zum Beispiel, einer zusätzlichen (scFv) Bindedomäne kann einerseits die Valenz der 
Proteine und somit die Affinität erhöhen, andererseits aber auch eine Quervernetzung des 
gebundenen FcγRI bewirken. Letzteres erhöht speziell die Internalisierung von FcR1 und dadurch 
die potentielle Effektivität als Immuntoxin 87. 
Während dieser Arbeit wurden deshalb zwei rekombinante scFv-ETA´-basierte anti-CD64 
Immuntoxine hergestellt: Das monovalente H22(scFv)-ETA´ und das bivalente H22(scFv)2-
ETA´. Die Immuntoxine wurden sowohl in Schüttelkultur als auch im Fermenter erfolgreich 
hergestellt und charakterisiert (4.1.1) und anschließend für in-vitro- und in-vivo-Analysen 
eingesetzt. Als eine optimale Aufarbeitungsmethode für die in E. coli exprimierten Immuntoxine 
konnte ein kombiniertes Reinigungsverfahren etabliert werden (Kapitel 4.1.2). Weiterhin wurden 
Verfahren zur Optimierung der Immuntoxinqualität erarbeitet (4.1.3). Die Bindungsaktivität und 
eine valenz- und dosisabhängige Zytotoxizität der anti-CD64-Konstrukte wurde in-vitro an 
CD64+-Zellen eindeutig nachgewiesen (Kapitel 4.1.3). Die valenzabhängige erhöhte Wirksamkeit 
von H22(scFv)2-ETA´ gegenüber dem monovalenten Konstrukt konnte ebenfalls in-vivo im 
transgenen hCD64+-Mausmodell bestätigt werden.  
 
4.1 Herstellung und Aufarbeitung von anti-CD64-Immuntoxinen  
Das monovalente und das bivalente ETA-basierte anti-CD64-Immuntoxin wurde jeweils in E. 
coli rekombinant in Schüttelkultur (Labormaßstab) und im Fermenter hergestellt. Die Expression 
von ETA-basierten Immuntoxinen in E. coli zur Bekämpfung unterschiedlichster Rezeptoren und 
Zielzellen wurde zuvor mehrfach erfolgreich durchgeführt 140-143. Genetisch konstruierte ETA-
Fusionsproteine können nützlich sein, indem sie in der Klinik, zur Behandlung verschiedener 
Krankheiten, und experimentell, zur Erforschung von Rezeptorfunktionen eingesetzt werden 144. 
Die Expression der beiden unterschiedlichen Immuntoxine in Schüttelkultur diente als 
Vorversuch zur Ermittlung der Expressionsraten und Proteinfunktionalität, sowie der Prüfung 
verschiedener Reinigungsmethoden. Nach der Evaluierung der oben genannten Faktoren erfolgte 
ein „scale up“ in Form von Fermentation bis zu 30 Litern Kulturvolumen, um das monovalente 
und das bivalente Immuntoxin in ausreichenden Mengen für in-vitro und in-vivo-Studien 
präparieren und bereitstellen zu können.   
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4.1.1 Expressionsanalyse und Reinigung von H22(scFv)-ETA´ und 
H22(scFv)2-ETA´ aus E. coli im Labormaßstab 
Die in E. coli exprimierten Immuntoxine, lassen sich aus dem Zytoplasma, den 
zytoplasmatischen Einschlusskörpern („inclusion bodies“) oder aus dem periplasmatischen Raum 
der Bakterien gewinnen. Die Expression von Immuntoxinen im Zytoplasma und deren Isolierung 
einschließlich Reinigung aus den Einschlusskörpern gilt als Standardmethode 145. Rekombinante 
ETA-Fusionsproteine, die für die Immuntoxintherapie entwickelt werden, werden bis jetzt noch 
standardmässig aus den Einschlusskörpern gewonnen 146. Die Proteine, die sich in den 
Einschlusskörpern akkumulieren, liegen dort denaturiert und vernetzt vor. Diese Proteine sind 
nicht funktional gefalten und müssen nach der Reinigung einer aufwendigen Rückfaltung 
unterzogen werden 147, 148. Trotzdem sind danach nur 5-10% der Proteine richtig gefaltet und 
können ihre biologische Aktivität entwickeln 149. Antikörper benötigen zu ihrer Faltung einen 
komplexen molekularen Hilfsapparat und ein oxidierendes Milieu für die Ausbildung von 
Disulfidbrücken. Diese Bedingungen sind im Zytoplasma nicht ausreichend gegeben. Das 
reduzierende Milieu des Cytoplasmas verhindert die Ausbildung der intramolekularen 
Disulfidbrücke und führt zu einem Stabilitätsverlust von bis zu 25 kJ/mol, oft einem Großteil der 
Gesamtstabilität des Proteins 150, 151. Dies hat den vollständigen Verlust an funktionalem Protein 
zur Folge. Nur intrinsisch sehr stabile Antikörper- Domänen sind in der Lage, im Cytoplasma in 
ihre aktive Struktur zu falten.  
Im Gegensatz dazu werden Proteine, wenn sie nach der Expression ins Periplasma geschleust 
werden, in der Regel korrekt gefaltetet, unterstützt durch die im periplasmatischen Raum 
vorliegende Disulfid-Oxidoreduktase (Ausbildung von Disulfibrücken) und verschiedene 
Chaperone (Proteinfaltung) 152. Des Weiteren wird durch die Anreicherung der rekombinanten 
Proteine im Periplasma, welches nur einen geringen Anteil (4%) am Gesamtprotein der E. coli 
Zelle hat, das Reinigungsverfahren vereinfacht, da weniger kontaminierende Proteine bei der 
Reinigung entfernt werden müssen. Eine Sekretion der rekombinanten Proteine ins Periplasma 
von E. coli  wird durch die Fusion der Sequenz des rekombinanten Proteins an die pelB-
Signalsequenz ermöglicht 153, 154. Auch die  anti-CD64-Immuntoxine H22(scFv)-ETA´ und 
H22(scFv)2-ETA´ wurden aufgrund der oben genannten Vorteile periplasmatisch exprimiert. Zur 
bakteriellen Expression der Immuntoxine wurde das Plasmid pMT (1.1.6) verwendet. 
Die Herstellung der Immuntoxine wurde zunächst in Schüttelkulturen getestet. Dabei wurden die 
Bakterien unter osmotischen Stressbedingungen kultiviert. Barth et al. konnten zeigen, dass im 
Vergleich zur Standardmethode mit diesem Expressionssystem die Ausbeute an funktionalem 
Protein zum Teil gesteigert werden kann 121.  
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Durch den Einsatz von externem osmotischem Stress werden die Bakterien veranlasst, zugefügte 
kompatible Solute aufzunehmen und Chaperone zu bilden. Diese Proteine spielen bei der 
korrekten Faltung von E. coli Proteinen eine große Rolle und erhöhen zusätzlich deren 
Löslichkeit und Stabilität. Durch einen selektiven Aufschluss des Periplasmas mittels Ultraschall 
und anschließender Zentrifugation der Zellreste ließen sich die beiden Immuntoxine schnell und 
schonend aus dem periplasmatischen Lysat reinigen. Die Immuntoxine wurden durch IMAC 
zunächst stark angereichert und durch SEC weiter gereinigt. Anhand der in Abbildung 9 
dargestellten SDS-Gele und der korrespondierenden Western-Blots ist deutlich zu erkennen, dass 
die periplasmatische Expression in E. coli im 2-Liter-Masstab sowohl für das monovalente 
H22(scFv)-ETA´ als auch für das bivalente H22(scFv)2-ETA´ erfolgreich war. Ein Vergleich der 
mittels mAk TC1 visualisierten Proteinbanden aus den Ni-NTA-Elutionsfraktionen ergab ein 
Molekulargewicht von ca. 70 kDa bei H22(scFv)-ETA´ und ca. 97 kDa bei H22(scFv)2-ETA´. 
Die Molekulargrößen der theoretischen Aminosäuresequenzen der Immuntoxine korrespondieren 
zu diesen Molekulargewichten. Die im Anschluss an die IMAC durchgeführte Gelfiltration 
konnte weitere, kontaminierende E. coli-Proteine vom rekombinanten Protein entfernen, (siehe 
Abbildung 10), so dass bis auf zwei kontaminierende Banden das monovalente Immuntoxin 
aufgereinigt werden konnte (nach Ultraschallaufschluss >20 kontaminierende Banden). Sowohl 
das SDS-Gel als auch der Western-Blot zeigten neben den rekombinanten Proteinen 70 und 97 
kDa, weitere Proteinbanden unterschiedlicher Größe. Diese Proteinbanden könnten sowohl auf 
Degradationsprodukte von H22(scFv)-ETA´ als auch auf unspezifische E. coli-Proteine 
zurückzuführen sein. Nach erfolgter Reinigung der rekombinanten Immuntoxine über die 
Gelfiltration, wurde neben der Western-Blot-Analyse mittels Massenspektroskopie die ~70 kDa- 
und  ~97 kDa-Bande als spezifische Immuntoxin-Proteinbande verifiziert (2.1.1.1.1.). 
Die MS-Analyse der kontaminierenden Proteinbanden konnte ein 16,8 kDa großes Protein als 
negatives Regulatorprotein und ein 24,7 kDa großes Protein als GTP-Cyclohydrolase aus E. coli 
Proteine identifizieren. Das negative Regulatorprotein besitzt eine Sequenz von vier 
hintereinander folgenden Histidinresten. Die GTP-Cyclohydrolase besitzt Zink im aktiven 
Zentrum, welches eine Bindungsaffinität für Ni2+-Ionen besitzt 155, 156. Da Ni2+-Ionen zur HIS-
getagten Proteinanreicherung in der IMAC verwendet werden, besitzen beide Proteine die 
Eigenschaft, zusätzlich zu den rekombinanten Proteinen, an diese Ni-NTA-Matrix zu binden. 
Weitere Reinigungsschritte nach IMAC und SEC mussten also getestet werden, um nach dem 
„scale up“ der Expression alle kontaminierenden Banden zu eliminieren. Zusammenfassend ist zu 
sagen, dass in Schüttelkultur gezeigt werden konnte, dass die Konstrukte nach der Expression 
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und Reinigung funktionell sind. Beide IT konnten exprimiert werden. Nach den 
Reinigungsverfahren IMAC und Gelfiltration, blieb das IT biologisch aktiv (Kapittel 4.2.1).   
4.1.2 Fermentationsverfahren und Aufarbeitung der anti-CD64-Immuntoxine  
Nach der erfolgreichen Expression und Gewinnung funktionaler H22(scFv)-ETA´ und 
H22(scFv)2-ETA´ in Schüttelkultur (4.1.1) wurden die Immuntoxine im Fermenter hergestellt, 
um genügend Protein für die Vergleichsstudien zu haben sowie für die in-vitro- und in-vivo-
Charakterisierung des mono- und bivalenten Immuntoxins.  
Durch einen Ultraschallaufschluss des Periplasmas konnten auch hier die rekombinanten IT von 
den E. coli Zellresten und kontaminierenden Proteinen isoliert werden. Der Expressionsversuch 
im Fermenter zeigte, dass Teile des im Periplasma akkumulierten  H22(scFv)-ETA´ auch im 
Fermentationsüberstand nachgewiesen werden konnten (Ergebnisse nicht gezeigt). Dies kann auf 
eine gesteigerte Porosität der Bakterienmembran durch Kultivierungsbedingungen im Fermenter 
(Inkubationstemperatur, Induktionszeit) 157 zurückzuführen sein, als auch von der Struktur und 
Größe des Proteins 158 abhängen. Das bivalente IT mit einer Größe von 97 kDa wurde hingegen 
nicht im Kulturüberstand nachgewiesen, was für eine Größenabhängigkeit des Transportes des IT 
in den Kulturüberstand spricht. Durch ein neu etabliertes Fermentationsprotokoll, wurde getestet, 
ob sich dieser Effekt nicht auch für die Aufarbeitung des rekombinanten Proteins aus den E. coli-
Zellen ausnutzen lässt. Es wurde untersucht, ob sich die IT - das bivalente IT generell und das 
monovalente IT in erhöhtem Maße- durch Lysozymzugabe bereits während der Fermentation aus 
dem Periplasma in den Kulturüberstand vermehrt freisetzen lassen. Lysozym ist bekannt dafür, 
dass es β-1,4-glycosidische Bindung zwischen N-Acetyl-D-muraminsäure und 2-Acetylamino-2-
desoxy-D-glucose (=N-Acetyl-D-glucosamin) in den Zuckerketten des Peptidoglucangerüsts der 
Bakterienzellwand auflösen kann. So könnte man unter geeigneten Bedingungen die äußere 
Membran der Gramnegativen E. coli Zelle permeabilisieren ohne die Morphologie der 
Bakterienzelle zu verändern 159. Die im Periplasma akkumulierten, rekombinanten Proteine 
könnten dadurch in den Kulturüberstand diffundieren. Durch den Aufschluss mit Lysozym  
bereits am Ende der Fermentation ließ sich das monovalente H22(scFv)-ETA´  tatsächlich 
einfacher aus E. coli gewinnen. Das so gewonnene Lysat war sichtbar klarer, im Gegensatz zu 
dem Lysat nach dem Ultraschallaufschluss, enthielt deutlich weniger zerstörte E. coli-Zellen (und 
damit zytoplasmatische Proteine) und ließ somit auch einfacher per IMAC und SEC reinigen. 
Abbildung 14 zeigt, dass aus dem Fermentationsüberstand der mit Lysozymaufschluss 
kombinierten Fermentation nach IMAC H22(scFv)-ETA´ im Eluat 1 und Eluat 2 deutlich besser 
angereichert werden konnte. Das IMAC Eluat 2 zeigte sowohl im SDS-Gel als auch im Western-
Blot nur eine weitere kontaminierende Bande bei 36 kDa. Da diese Bande mit den anti-ETA-
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Antikörpern (TC1) detektiert wurde, lässt sich schließen, dass es sich um ein Abbauprodukt des 
Vollängenkonstruktes H22(scFv)-ETA´ handelt. Die Analyse des  Eluats 1 zeigte mehrere 
kontaminierende Banden im SDS-PAGE (>10 Banden), was auf bakterielle Verunreinigungen 
hinweist. Diese Banden wurden im Western Blot auch nicht durch den TC1-Antikörper detektiert. 
Die IMAC-Elution muss deshalb optimiert werden. Denkbar wäre, die Elution der 
kontaminierenden und der rekombinanten Proteine mittels eines Elutionsgradienten stärker 
voneinander zu trennen, so dass die kontaminierenden E. coli- Proteine von der Säule eluiert 
werden, bevor das rekombinante Protein eluiert, wie es im Eluat 2 gelungen ist.  
Die Reinheit und Menge des Eluates 2 reichte aus, um es weiter über eine Gelfiltration reinigen 
zu können. In allen 10 Fraktionen des Hauptpeaks (Fraktionen 12-24) der Gelfiltration wurde 
ausschließlich die H22(scFv)-ETA´, ~ 72-kDa-Bande, detektiert (s. Abbildung 16). Zusätzlich 
wurde die rezeptorspezifische Funktionalität durch einen Bindeassay (Abbildung 17) und einen 
Zytotoxizitätsassay (Abbildung 18) mit einem IC50-Wert von 1pM bestätigt. Zusammenfassend 
ist zu sagen, dass die Gewinnung des H22(scFv)-ETA´ mittels Lysozymaufschluss den 
Arbeitsaufwand auf nur vier Aufarbeitungsschritte (Zentrifugation, IMAC, Umpufferung, SEC) 
im Vergleich zu acht beim Ultraschallaufschluss verringert (Zentrifugation, Ultraschall, 
Zentrifugation, Umpufferung, 2x IMAC, Umpufferung, SEC). Für H22(scFv)-ETA´ ist der 
Lysozymaufschluß die Methode der Wahl, um schnell an hochreines IT zu gelangen (2.2.3.2). Es 
ist somit ein effektives, alternatives Herstellungsprotokoll mit geringem Arbeitsaufwand. Somit 
konnte das H22(scFv)-ETA´ zur Bereitstellung für Kooperationspartner des IMHOTEP-Projektes 
(Fraunhofer ITEM) und hausinterne Kontrollen bereitgestellt werden. Für das bivalente 
H22(scFv)2-ETA´ konnte nach Lysozymbehandlung keine Isolierung des Konstruktes im 
Fermentationsüberstand analysiert werden. Deshalb ist diese Methode für das in dieser 
Dissertation gesteckte Ziel, die IT miteinander zu vergleichen nicht verwendbar. Da die Qualität 
und speziell die Toxizität des gleichen Immuntoxins je nach Reinigungsprozedur stark 
unterschiedlich sein kann, wurde entschieden, H22(scFv)-ETA´ als auch H22(scFv)2-ETA´ mit 
der gleichen Methode aufzureinigen, um Vergleichbarkeit zu gewährleisten. Deshalb wurde das 
Ultraschallprotokoll für die Gewinnung der monovalenten und bivalenten anti-CD64 
Immuntoxine zur in-vitro- und in-vivo-Charakterisierung optimiert.  
Beide Immuntoxine wurden zunächst durch Fermentation in Minimalmedium im Großmaßstab 
exprimiert. Sowohl H22(scFv)-ETA´ als auch H22(scFv)2-ETA´ konnten mittels IMAC und 
Gelfiltration deutlich angereichert und gereinigt werden (Abbildung 19). Weitere in Frage 
kommende Chromatographien (s. Tabelle 5) wurden getestet um einen höheren Reinigungsgrad 
der Konstrukte zu erzielen. Dabei erwies sich die Methode der Ionenaustausch-Chromatographie 
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(IEX) und der Hydrophoben-Interaktionschromatographie (HIC) als uneffizient. Die 
rekombinanten Fusionsproteine konnten nicht deutlich von den bakteriellen Proteinen separiert 
werden. Die Kationenaustausch-Chromatographie (KAC) zeigte zwar einen guten 
Separationserfolg, das aufgereinigte IT verlor jedoch einen großen Teil seiner Toxizität wenn 
auch unter Beibehaltung seiner Bindeeigenschaft.  
Es ist bekannt, dass ETA säurebeständig ist und die Azidifizierung nach Aufnahme in den 
Endosomen der Bakterienzelle ETA hydrophober macht und in eine translokations-kompetente 
Form umwandelt 160. Von der Zelle wird ETA durch rezeptorvermittelte Endozytose internalisiert 
und in die Lysosomen geschleust. Dort herrscht ein pH-Wert zwischen 4,5 und 5. Anschließend 
wird die Translokationsdomöne des ETA´ von der zelleigenen Protease Furin pH-abhängig in den 
Endosomen geschnitten und dadurch in seiner Konformation geändert 93, 161.  
Dies könnte ein Grund dafür sein, dass bei ETA während der KAC-Elution (pH 4) eine 
Konformationsänderung ausgelöst wurde und deswegen eine funktionelle Umformung nach 
Aufnahme in den Endosomen nicht mehr möglich war. Eine auf die Konformationsänderung 
folgende Translokation der toxischen Domäne über das trans-Golgi-Netzwerk und das 
endoplasmatische Retikulum zum Zytoplasma der Bakterienzelle hätte somit nicht mehr 
stattfinden können, um so über die katalytische Domäne den Reaktions-Ablauf letzlich bis zur 
Inhibierung der Proteinsynthese zu initiieren 96, 97; dies würde die vorhandene 
Bindungseigenschaft bei fehlender Toxizität erklären.  
Als Folge dieser Resultate wurde als zweiter Reinigungsschritt eine zusätzliche IMAC eingeführt, 
die zu einer erfolgreichen weiteren Abreicherung an Fremdproteinen (Abbildung 19) führte. 
Dabei unterscheiden sich die beiden IMAC-Methoden durch die Form des Nickel-
komplexierenden Agens und das Säulenmaterial. Die erste IMAC wurde mittels Nickel-IDA 
(Iminodiacetic acid) basierter „expanded bed“-Reinigungs-Methode (streamline)  nach Porath et 
al. 162 und Clemmitt et al 163 durchgeführt. Diese Methode ist besonders effektiv, da sie die drei 
Reinigunggsschritte des rekombinanten Proteins vereinigt (Filtration des Lysates, Konzentration 
und Separation). Die zweite Reinigung mittels Nickel-NTA (Nitrilotriacetic acid) erfolgt nicht 
mehr nach dem „expanded bed“-Verfahren, sondern über eine kompakt geladene Ni-NTA-Säule. 
Die Bindung der Histidine an die Ni2+-NTA-Chelat-Moleküle erfolgt durch zwei Imidazolringe 
der Histidinkette, drei Acetat-Gruppen und des Stickstoffes des NTAs, die sechs 
Koordinationsstellen zum Ni2+-Ion besetzen. Im Falle fehlender Koordinationspartner, wie bei 
anderen Chelatoren (z.B. IDA) oder auch bei unvollständiger Koordination des Histidins (z.B. bei 
zu kurzen oder sterisch eingeschränkten Histidinen), koordiniert Wasser an das Ni2+-Ion 164. 
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Nach der Reinigung der Proteinlösungen über IMAC wurden sowohl bei H22(scFv)-ETA´ als 
auch bei H22(scFv)2-ETA´ kontaminierende Banden detektiert (Abbildung 19). 
Als Expressionsstamm wurde, wie bereits oben beschrieben, E. coli-BL21(DE3) eingesetzt. 
Dieser Stamm ist defizient für die bakteriellen Proteasen Ion und opmT, die hauptverantwortlich 
für eine Degradation des rekombinanten Proteins schon in der E. coli-Zelle sind 165. Damit war 
ein spezifischer Schutz vor Protease-Einwirkung während der Expression gegeben; jedoch sind 
nach dem Zellaufschluss und der IMAC-Reinigung immer noch bakterielle Proteine im Eluat 
vorhanden, die unter Umständen zur Degradation des rekombinanten Proteins führen könnten.  
Um weitere Faktoren auszuschließen, die zu einer Degradation oder Inaktivierung des Proteins 
führen können, z.B. Oxidation und hier nicht beschriebene Proteasen, wurde  während der 
Aufarbeitung der rekombinanten Proteine mit Antioxidation wie DTT und zusätzlichen 
Proteasehemmercoctails gearbeitet. Trotzdem konnte immer noch eine deutliche Tendenz zur 
Degradation festgestellt werden. Erklärungen hierfür liefern Berichte von verschiedenen 
Wissenschaftlern, die eine Reihe von potentiell problematischen Proteasen beschreiben.  Von  
Sugimura et. al. wird eine Protease aus der äußeren Membran von E. coli beschrieben, die 
unempfindlich gegenüber EDTA und Proteasehemmern ist 165. Auch E. coli Proteasen IV und V 
sind fähig, speziell zytoplasmatische Proteine mit hohem Molekulargewicht zu degradieren 166 ; 
Palmer et al. wiesen Serin-Protease VI in der E. coli-Membran nach 167. Um die Degradation auf 
allen Ebenen zu unterbinden, wurde der Aufreinigungsprozess durchweg bei 0-4°C durchgeführt: 
Dann weisen viele Proteasen eine drastisch verminderte Aktivität auf. Trotz aller 
Vorsichtsmassnahmen ist an den Western Blots (Abbildung 19 IMAC Reinigung) zu erkennen, 
dass der Abbau der IT vor allem auch am ETA erfolgt, dass heißt ETA weist eine erhöhte 
Sensibilität gegenüber bakteriellen Proteasen auf oder ist unter den gegebenen Umständen auf 
andere Weise instabil. Auch der scFv-Teil des IT muss eine Anfälligkeit gegenüber Abbau 
aufweisen; denn beim bivalenten IT ist eine erhöhte Degradation gegenüber dem monovalenten 
IT zu erkennen, was nicht durch die Anfälligkeit des ETA allein zu erklären ist. Sollte diese 
These stimmen, besitzt das bivalente Konstrukt aufgrund seiner zwei scFv-Entitäten natürlich 
auch eine verdoppelte Anzahl an scFv basierten Proteasen Erkennungsstellen. Generell gilt dass 
eine schlechtere Reinigung mehr Bakterienprotein zurücklässt und damit auch mehr Proteasen in 
der Lösung verbleiben, die das rekombinante Protein schneiden können. Das könnte ein Grund 
dafür sein, dass das bivalente Konstrukt mehr Abbauprodukte nach der IMAC und SEC aufwies. 
Des Weiteren war zu beobachten, dass nach der IMAC die Ausbeute an rekombinantem 
bivalentem IT nicht so hoch war, wie bei dem monovalenten Konstrukt (30% geringer). Es wurde 
überprüft ob der HIS-Tag durch eine inkorrekte Faltung verdeckt ist und deshalb das bivalente 
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Konstrukt nicht optimal über IMAC separiert werden konnte. Dazu wurden gleiche Mengen des 
monovalenten und bivalenten IT in zwei unterschiedlichen Western-Blots zunächst mit einem 
anti-HIS-Antikörper und vergleichend mit einem ETA-spezifischen Antikörper (TC1) 
nachgewiesen. Der anti-HIS-AK zeigte bei gleicher Proteinmenge eindeutig ein viel schwächeres 
Signal als der TC1. Geht man davon aus, dass der TC1-Antikörper nur ein Epitop pro IT-Molekül 
erkennt, der anti-HIS aufgrund des verdoppelten His-tags jedoch zwei potentielle Epitope hat, 
dann sollte das Verhältnis im Western Blot eigentlich sogar umgekehrt sein. Eine Begründung für 
die deutlich geringeren anti-His-Tag Signale im Western-Blot könnte eine durch Proteinfaltung 
bedingte Maskierung des His-Tags innerhalb des bivalenten ITs liefern. Dieses Argument gilt 
sicherlich für die IMAC-Reinigung der ITs, die unter nativen Bedingungen stattfindet. Damit 
könnte man auch die bei gleicher Expressionsrate deutlich verminderte Ausbeute der IMAC-
Reinigung beim bivalenten Konstrukt im Vergleich zum monovalenten Konstrukt erklären; das 
ist auch im Durchfluss zu sehen. Durch den TC1-Ak wurde bivalentes IT detektiert. Allerdings 
werden die Proteine in der dem Western-Blot vorhergehenden SDS-PAGE so stark durch SDS 
und ß-Mercaptoethanol denaturiert, dass von der nativen Faltung nichts mehr vorhanden sein 
sollte, der His-Tag in der Regel durch SDS-PAGE und Western Blot also frei zugängig sein 
sollte.  
Genauere Hinweise zu eventuellen Protease-Erkennungssequenzen innerhalb der IT lassen sich 
mit den heute verfügbaren Analyse-Programmen (z.B. bei expasy.com) gewinnen. Sollten sich 
Schwachpunkte erkennen lassen, so besteht weiterhin die Option, die Aminosäuresequenz unter 
Beibehaltung der Antikörperspezifität und Toxizität des ETA´ einer gerichteten genetischen 
Veränderung zu unterziehen. 
Es konnte nach der IMAC genug Bakterienprotein aus der Proteinlösung separiert werden, um die 
Proteinlösung über eine Gelfiltration zu reinigen. Bei H22(scFv)-ETA´ wurden alle 
kontaminierenden Proteinbanden erfolgreich entfernt. Bei dem bivalenten Konstrukt wurde nach 
der zweiten IMAC noch zwei verbleibende kontaminierende Banden im SDS-PAGE und 
Western-Blot detektiert, die auch nach der Gelfiltration verblieben (Abbildung 19). Vermutlich, 
handelt es sich um Degradationsbanden des rekombinanten Proteins, da der Nachweisantikörper 
TC1 einen Bereich von ETA bindet 168 und ETA´ rekombinant mit dem scFv von E. coli 
exprimiert wurde. Es ist daher kein bakterielles Protein. Dass die Degradationsproteine des 
bivalenten Konstruktes trotz der Gelfiltration nicht vom Vollängentranslationsprodukt separiert 
wurden ist auf den geringen Größenunterschied des rekombinanten Zielproteins (97kDa) zu den 
entfernenden Proteinen (70 kDa und 60 kDa) zu erklären oder auch durch einen ständigen, 
spontanen Abbau, bzw. Instabilität des Proteins. Zusammenfassend kann man sagen; das 
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bivalente Konstrukt degradiert offenbar trotz mehrerer Reinigungsschritte relativ schnell, 
während das monovalente Konstrukt gereinigt stabil ist. Wichtige Ansatzpunkte für 
Verbesserungen dieser Immuntoxine sind deren Proteinstabilität im Bezug auf Degradation. Eine 
Verringerung oder bestenfalls eine Vermeidung des Degradationsverhaltens der anti-CD64 
Immuntoxine ist erst durch eine Identifizierung derjenigen Faktoren möglich, die für eine 
Degradation des Proteins verantwortlich sind. Hier könnte eine computergestützte Analyse der 
Aminosäuresequenz auf mögliche vermeidbare Erkennunssequenzen für E. coli Proteasen nutzen.  
Die Degradationsprodukte konnten jedoch zugleich mit einer Hydroxyapatit-Chromatographie 
entfernt werden, die parallel zur Endotoxinenfernung diente (Abbildung 19).  
Das Ergebnis der Fermentation des monovalenten und bivalenten anti-CD64-Immuntoxins ist 
expemlarisch dargestellt (Abbildung 20). Durch Fermentation im Minimalmedium mit 
anschließendem Ultraschall-Zellaufschluss sowie die Kombination an IMAC, Gelfiltration und 
HAPC, gelang es, sämtliche Proteine und Endotoxine von H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-
ETA´ zu entfernen.  
Man kann also zusammenfassend sagen, dass trotz der Abbauproblematik am Ende auch das 
bivalente Konstrukt ausreichend rein herzustellen war. Es konnte ein Protokoll zur Expression 
und Reinigung von anti-CD64-Immuntoxinen (monovalent und bivalente scFv fusioniert an 
ETA´) im 7/30 Liter-Maßstab erfolgreich etabliert und zur Produktion und Ermittlung des 
therapeutischen Potentials dieser anti-CD64 Immuntoxine in zukünftigen präklinischen Studien 
eingesetzt werden. 
 
4.1.3 Optimierung der Immuntoxinqualität durch Entfernung von 
Endotoxinen und Lagerung in Ectoin  
In der biotechnologischen Industrie werden Gram-negative Bakterien wie E. coli genutzt um 
rekombinante Proteine in grossen Mengen herzustellen. Auch in dieser Arbeit wurden die anti-
CD64 Immuntoxine in E. coli produziert. Rekominant in Bakterien hergestellte Produkte bergen 
die Gefahr, mit Endotoxinen (Lipopolysaccharide: LPS) kontaminiert zu sein. Endotoxine, auch 
als Pyrogene bezeichnet, lösen bei Applikation im Säuger, also auch im Menschen, vielerlei 
pathophysiologische Effekte aus. Durch Pyrogene ausgelöste Entzündungsreaktionen sind 
bekanntermassen Indikatoren für eine mikrobielle Kontamination in pharmazeutischen 
Produkten. Das LPS ist ein extrem potenter Stimulator des Säugetier-Immunsystems. Es ist 
bekannt, dass bereits im Nanogramm-Bereich liegende Endotoxinkonzentrationen Leukozytose 
und Fieber 169-171, sowie Entzündungen und septische Schocks beim Menschen und natürlich auch 
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bei Versuchstieren auslösen können 172. Pyrogene Reaktionen und Schockwirkungen konnten in 
Säugern schon nach einer injizierten Dosis von 1ng/ml Endotoxin induziert werden 173.  
Endotoxine üben einen schweren Effekt auf biochemische Eigenschaften von verschiedenen 
Zellen aus, speziell auf Monozyten und Makrophagen, die pro-inflammatiorische Mediatoren wie 
TNF-α, IL-6 und IL-1 ausschütten. Im Kontakt mit immunkompetenten Zellen bewirken 
Pyrogene die Ausschüttung von Botenstoffen, die direkt auf das zentrale 
Thermoregulationszentrum im Gehirn einwirken. Ebenso wurde eine Interferenz mit in-vitro-
Experimenten 174 gezeigt. Die rekombinante Herstellung von Immuntoxinen in Bakterien liefert 
zunächst hohe Mengen an Endotoxin in der Proteinpräparation. Proteine die bis zu 95 % 
aufgereinigt werden, enthalten immer noch einen signifikanten Anteil an Endotoxinen. Um die 
oben genannten Nebeneffekte zu vermeiden, bedarf es also einer adäquaten Entfernung der 
enthaltenen Endotoxine. 
Lipopolysaccharide (LPS) sind ein integraler Bestandteil der Zellwand Gram-negativer Bakterien 
und sind für dessen Aufbau und Stabilität verantwortlich. Das LPS-Monomer ist ein 
Diglukosamin-Diphosphat, das mit sechs Lipidteilen verknüpft ist; ist detailliert beschrieben 
worden 175, 176. Eine einzige E. coli-Zelle enthält bis zu 2 Millionen LPS-Moleküle. Nach der 
Gelfiltration der IMAC-gereinigten IT konnte eine 10-fach höhere Toxizität auf den CD64-
positiven Zellen gemessen werden als nach IMAC-Reinigung (Daten nicht gezeigt). Es wurde 
zunächst angenommen, dass durch die zweifache Reinigung der Proteine ein Grossteil an 
Lipopolysacchariden entfernt wurde. Es ist bekannt, dass LPS eine Veränderungen in der 
Expression von zellulären Rezeptoren hervorrufen kann, die für die Aufnahme von Pathogenen 
mittels rezeptorvermittelter Endozytose verantwortlich sind 177. Laithwaite et al. konnten durch 
LPS einen starken potentiellen Mechanismus der Abwehr nachweisen. Es wurde gezeigt, dass 
LPS proliferativ auf Zellen wirkt, die mit PEA (hier: ETA) intoxifiziert wurden; sie erwiesen sich 
somit als PEA-sensitiv im Vergleich zu den Zellen, die nicht mit LPS inkubiert wurden. Diese 
Zellen wurden durch PEA an der Proliferation gehindert 177. Dies würde die Ergebnisse des 
Versuches erklären, bei dem nach einer Induktion mit 100 ng/ml LPS und einer Behandlung mit 
10-7 M H22(scFv)-ETA´ auf der monozytären Zelllinie U937 keine Inhibition der Proliferation 
gemessen werden konnte (Daten nicht gezeigt). 
Des Weiteren ist hier anzuführen, dass Lipopolysaccharide die CD64 Expression an Monozyten 
und Makrophagen unter simultaner Inhibierung des LPS-Rezeptors mCD14 erhöhen 178;179. Das 
sollte ebenfalls ausgeschlossen werden, da die generierten Immuntoxine gegen den CD64-
Rezeptor gerichtet sind, und diese Zellen durch Induktion von Apoptose abgetötet werden sollen. 
Man könnte die dysregulierten Zellen somit eliminieren und eine Entzündung in der Haut 
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aufheben. Eine zusätzliche Aktivierung von Makrophagen durch im Immuntoxin enthaltene 
Endotoxine wäre also absolut kontraproduktiv und muss  unterbunden werden. 
Verschiedene Verfahren, die eine nach der Europäischen Arzneimittel-Zulassungsbehörde EMEA 
geeignete, komplette Entfernung der Immuntoxine erlauben, wurden für die anti-CD64-
Immuntoxine getestet 180. Bei auf dem Arzneimittelmarkt zugelassenen Therapeutika zur 
intravenösen Applikation darf ein Gehalt an Endotoxinen von 5 E.U./kg Körpergewicht x h nicht 
überschritten werden; dieser Grenzwert ist in allen Arzneibüchern (Pharmakopöen) so festgelegt. 
Der Term EU (Endotoxin Unit) beschreibt die biologische Aktivität von einem Endotoxin 181. 
Den oben genannten Schwellenwert zu treffen war schon immer eine besondere Herausforderung 
für die biologische Forschung und Pharmazeutische Industrie 182.  
Zwei verschiedene Nachweisverfahren zur Detektion von Endotoxinbestandteilen in den 
endotoxinbefreiten Immuntoxinproben wurden im Rahmen dieser Dissertationsarbeit 
durchgeführt. Der neue Test (PyroCheck) nutzt zur Detektion die Reaktion von menschlichen 
Monozyten/Makrophagen auf Pyrogene. Das Blut gesunder, freiwilliger Spender wird mit der 
Probe, eine Lösung, ein Pulver oder irgendein solides Material, zusammen mit Vollblut inkubiert. 
Anwesende Pyrogene induzieren die Ausschüttung von "endogenen Pyrogenen" (Signalstoffen) 
wie Interleukin-1ß, das mit dem ELISA bestimmt wird. Ausgelöst wurden hohe Anteile an IL-1ß. 
Gelangen Lipopolysaccharide ins Blut, binden sie dort an Serumprotein Septin. Dieser Komplex 
bindet an den Membranrezeptor CD14 unter anderem auf Monozyten und induziert die 
Freisetzung von TNF-α und IL-1ß.  
Alternativ steht der in-vitro-Limulus Amöbozyten-Lysat-Test (LAL) zur Verfügung, der die 
Koagulation eines aus dem Blut des Pfeilschwanzkrebses gewonnenen Lysats misst, die durch 
Endotoxine Gram-negativer Bakterien ausgelöst wird.  
Durch die Sensitivitätsgrenze (0,5 U/ml) des LAL-Tests (1.2.6), der routinemäßig zur Detektion 
von Pyrogenkontaminationen eingesetzt werden muss (EMEA, FDA), kann man bei negativem 
Test vorhersagen, dass der geringe verbliebene Anteil an Endotoxinen in den getesteten 
Lösungen keine pyrogenen Reaktionen mehr auslöst. Eine signifikante Endotoxinkonzentration 
(> 10000 E.U.) konnte in den SEC-gereinigten Immuntoxinlösungen sowohl quantititativ mittels 
IL-1ß Test (IL-1ß Gehalt im Serum ohne IT: zwischen 30 und 50 pg/ml); IL-1ß Gehalt im Serum 
mit IT: zwischen 1.100 und 1700 pg/ml als auch qualitativ mittels LAL-Test nachgewiesen 
werden. 
 
Ein Verfahren, das unter anderem von Reichelt et al. 124 zur Endotoxinentfernung genutzt wird, 
beinhaltet die Endotoxinbindung an Histidin. Histidin ist ein Endotoxin-selektives, affinitäts-
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basiertes Sorbtionsmittel. Das erleichtert die Adsorption von Endotoxinen durch elektrostatische 
und hydrophobe Interaktionen auf diese Sorbtionsmatrix 183-185. Das Verfahren kann dazu führen, 
dass ein substantieller Anteil der Endotoxine erst durch mehrfache wiederholte 
Reinigungsschritte eliminiert werden kann. Dieser Aspekt und der Nachteil der enormen 
Verdünnung der Proteine durch das Verfahren führen zum Verlust des biologischen Materials 186. 
Reichelt et. al. hat ein Protokoll speziell für Histidin-markierte Proteine etabliert. Hierbei wird 
mittels einer modifizierten Ni-NTA-Affinitätschromatographie bis zu 100% des Proteins 
zurückgehalten bei gleichzeitiger Verringerung des Endotoxingehalts in der Proteinlösung auf 0,2 
- 4 EU pro mg. Dieses Protokoll wurde für die rekombinanten Immuntoxine H22(scFv)-ETA´ 
und H22(scFv)2-ETA´ adaptiert. Die Ausbeute an rekominantem Protein bleibt im Vergleich zur 
der das Endotoxin nicht entfernenden IMAC gleich. Bei Verwendung dieses Verfahrens wurde 
jedoch ein Verlust der ETA´-Toxiziät (~100-fach) nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Aus 
diesem Grund wurden alternative Endotoxinentfernungsprotokolle verwendet. Cambrex und 
Biorad bieten Kits zur Entfernung von Endotoxinen an, die für die Immuntoxinlösungen getestet 
wurden. Cambrex stellt eine Affinitätsmatix her, dessen Ligand aus einem Bakteriophagen 
gewonnen wurde und den Lipid-A-Teil am Endotoxin bindet. Lipid A ist verantwortlich für die 
meisten biologischen Aktivivitäten der Endotoxine, wie ihre Toxizität. Bei der Präparation von 
bivalenten IT konnten keine Endotoxine entfernt werden; die IL-1ß Werte lagen in etwa auf 
gleicher Höhe wie vor der Endotoxinentfernung (Abbildung 21). Ausserdem war das bivalente 
Konstrukt nicht mehr toxisch und das monovalente Konstrukt hatte einen Toxititätsverlust von 
>20-fach erlitten (Daten nicht gezeigt). Das IT wird während der Reinigungsprozedur in der 
funktionalen Struktur geschädigt. Ein effektiver Reingungsschritt konnte über eine CHT–
Hydroxyapatit-Chromatographie (HAPC) erzielt werden. Ein Nachweis der Endotoxine 
(Abbildung 21), beziehungsweise ein Nachweis von IL-1ß, dass durch Endotoxine ausgelöst 
wurde (Tabelle 6), wurde nach der Endotoxinentfernung mittels HAPC von den 
Immuntoxinpräparationen durchgeführt. Die in-vitro ausgelösten IL-1ß-Konzentrationen 
entsprachen den normalen Serumkonzentrationen die im Blut vorliegen. Eine Entzündung kann 
somit nicht durch IL-1ß induziert werden. Es konnte eine erfolgreiche Endotoxinentfernung (<0,5 
E.U.) für alle hergestellten Immuntoxinlösungen nachgewiesen werden, die auch keine 
zytotoxischen Aktivitätsverluste verzeichnen ließ (Abbildung 21). Der IC50-Wert der IT-Probe 
vor der HAPC Reinigung ist vernachlässigbar von dem IC50-Wert der IT-Probe nach der HAPC 
abgewichen. Somit ist das Verfahren der Endotoxinentfernung durch HAPC sehr gut für ETA-
basierte Immuntoxine geeignet. 
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Wie lange und ob Immuntoxine stabil sind hängt massgeblich von ihrer Lagerung ab. Um eine 
Langzeitlagerung ohne Verlust der IT-Qualität zu gewährleisten wurden unterschiedliche 
Lagerungen getestet. Die Gefriertrocknung stellt für viele Therapeutika eine Möglichkeit dar, 
diese schonend einzufrieren und lagerungsfägig zu machen. Durch dieses Verfahren wurde 
jedoch keine Qualitätsoptimierung erzielt. Die Immuntoxine haben durch die 
Gefriertrocknungsprozedur einen 10-fachen Toxizitätsverlust erlitten (Messung direkt  nach der 
Lyophilisierung). Ein Toxizitätsverlust könnte auf eine Veränderung der nativen Struktur des 
Proteins hinweisen. Die native Konformation ist Voraussetzung für ein voll funktionstüchtiges 
IT. Durch die thermischen Bedingungen während des Gefriertrocknungsprozesses könnten die IT 
teilweise denaturiert worden sein.  Das teilweise denaturierte Protein kann in einer Vielzahl von 
verschiedenen Konformationen vorliegen, die aufgrund ihrer schnellen Interkonversion 
experimentell nicht einzeln zugänglich sind 187. Eine Möglichkeit eventuell die IT-Qualität zu 
erhalten wäre eine Gefriertrocknung unter Verwendung verschiedener Hilfsstoffe wie z.B. 
Sucrose, Sorbitol oder Ectoin. Zuckerzusätze während der Gefriertrocknung schützen die native 
Proteinstruktur und erhöhen die Proteinstabilität 188, 189. Eine Formulierung mit Ectoin wäre für 
die in dieser Dissertationsarbeit hergestellten anti-CD64-Immuntoxine von Vorteil, da diese zur 
Behandlung von chronischen Entzündungen der Haut direkt auf die Haut aufgetragen werden 
sollen. Ectoin kann nachweislich als Zell- und Hautschutz eingesetzt werden 190 und wäre somit 
als eine denkbar optimale Formulierung. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ectoin eine IT-Qualitätsoptimierung nach dem 
Einfrieren erzielt. Eine verbesserte Toxizität von 62% wurde im Gegensatz zur Standardlagerung 
in 1M PBS verifiziert. Im Vergleich zu anderen Zusätzen, wie 1M NaCl und 50% Glyzerol, 
schnitt Ectoin hinsichtlich der Toxizität nach dem Auftauen am besten ab. Glyzerol verbesserte 
die Toxizität um 44%, NaCl um 54%. Eine Stabilisierung durch Ectoin wurde bereits durch Barth 
et al. beschrieben 121. Des Weiteren wurde von Cruz et al. eine verbesserte Stabilität durch eine 
Ectoinformulierung bei viralen Vektoren erzielt 191. 
 
4.2 In-vitro-Charakterisierung der gereinigten anti-CD64 Immuntoxine  
Nachdem die Reinigungsprozedur und die Lagerung der gereinigten Immuntoxine erfolgreich 
etabliert waren, stand der Aufgabenstellung gemäß die in-vitro-Charakterisierung der 
Immuntoxine an.  
Die generelle Funktionalität der Immuntoxine wurde nach der Expression in Schüttelkultur und 
Reinigung durchgeführt (Kapitel 4.2.1). Eine umfassende und vergleichende Analyse des 
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monovalenten und des bivalenten Immuntoxins erfolgte mit einer großen Proteinpräparation, die 
nach Fermentation und anschließender Aufarbeitung gewonnen wurde. Die unterschiedlichen 
Wirkungspotenzen, das Internalisierungsverhalten und die Apoptoseeigenschaften des 
monovalenten und bivalenten Konstruktes wurden vergleichend untersucht (Kapitel 4.2.2).  
Da die Immuntoxine dysregulierte Makrophagen abtöten sollten, d.h. Makrophagen die den 
CD64 hoch exprimieren, wurde für in-vitro-Studien die CD64-positive monozytäre Zelllinie 
U937 und die IIA1.6 Zelllinie verwendet. Die Expression des CD64, dem einzigen IgG-Rezeptor 
der eine hohe IgG Affinität aufweist, ist auf Monozyten, Makrophagen und INF-γ-stimulierten 
Neutrophile beschränkt. Bei U937-Zellen kann IFN-γ die CD64-Expression um das 4-5 fache auf 
einen Rezeptordichte von 60.000 pro Zelle erhöht werden 192. Aus diesem Grund wurden die 
folgenden in-vitro-Untersuchungen mit zuvor IFN-γ-stimulierten U937-Zellen 
durchgeführt. Die IIA1.6-Zellen wurden mit dem humanen CD64 transfiziert und der CD64 somit 
konstitutiv von den Zellen exprimiert und auf der Zellmembran präsentiert 89,193. Die 
Mauszellinie IIA1.6 wurde bereits in anderen Arbeitsgruppen als Modell für CD64-
Rezeptorstudien eingesetzt 22, 194,195. Sowohl die humanen U937 als auch die Mauszellen IIA1.6 
erwiesen sich als geeignetes Modell für in-vitro-Studien, bei denen der chemisch gekoppelte 
Volllängenantikörper H22-RizinA eingesetzt wurde 53. Dort konnte gezeigt werden, dass 
ausschliesslich die INF-γ-stimulierten Zellen von den Immuntoxinen abgetötet werden. Die INF-
γ-Stimulation verursacht, dass der FcγRI überexprimiert wird, was wiederum die Empfindlichkeit 
der Zellen gegenüber dem Immuntoxin drastisch erhöht. Thepen et al. zeigten sogar, dass 
ausschliesslich die hoch exprimierenden Zellen abgetöten werden, während Zellen mit natürlicher 
Grundexpression von CD64 nicht vom IT abgetötet werden 53. Da es im Körper verschiedene 
APSs (Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen) mit einer CD64-Grundexpression gibt, ist 
diese Tatsache enorm wichtig; denn in einer anti-CD64-Immuntherapie sollen die Immuntoxine 
nur eine Toxizität gegenüber FcγRI exprimierenden dysregulierten Zellen entwickeln und die 
nicht dysregulierten Zelltypen schonen. 
Die biologische Aktivität der Immuntoxine wurde zunächst, wie oben beschrieben, mit INF-γ-
stimulierten U937 Zellen gemessen. Zur Kontrolle wurde die CD64 Expression vor und nach 
Induktion gemessen, wobei die unstimulierten U937-Zellen nur eine schwache Grundexpression 
zeigten (Abbildung 11).  
4.2.1 Potenzialität der monovalenten und bivalenten Immuntoxine  
Die anti-CD64 Immuntoxine sind Fusionsproteine die den humanen CD64 binden um 
anschliessend von der Zelle internalisiert zu werden und diese abzutöten. Dass die in dieser 
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Dissertationsarbeit generierten Immuntoxine biologisch aktiv sind und u.a. die INF-γ-stimulierte 
monozytäre Zelllinie spezifisch abtötet, wurde bereits in Kapitel 4.2 beschrieben. Weitere 
Analysen zur Bindungsaktivität der Immuntoxine (Kapitel 4.2.2.1) sowie zur Internalisierung und 
zum Vergleich der Zytotoxizität (4.2.2.2.und 4.2.2.3) konnten die Wirkungspotenz beider 
Immuntoxine und erstmalig die höhere Potenzialität des bivalanten anti-CD64-Immuntoxins 
belegen. 
4.2.1.1 Höhere Bindungsaktivität des bivalenten anti-CD64 Immuntoxins  
Die Bindungsaktivität von H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ wurde durch Zellmembran-
ELISA (3.1.1.2) und durchflusszytometrische Analysen (3.1.1.2 und 3.2.2) verifiziert. 
Untersuchungen zum Internalisierungsverhalten der beiden Immuntoxine wurden mit konfokaler 
Mikroskopie (3.2.1) durchgeführt, worauf im folgenden Kapitel (4.2.1.2) näher eingegangen 
wird. Der ELISA wurde mit Zellmembranfaktionen der stimulierten U937 und der CD64-
negativen L540 Zelllinie durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass die Antikörperdomänen 
beider Konstrukte funktional sind und den membranständigen CD64 spezifisch binden können. In 
der Durchflusszytometrie wurden, im Gegensatz zum Membran-ELISA, lebende U937- und 
L540-Zellen für die Bindeanalysen verwendet. Hier lagen die zellspezifischen 
Oberflächenantigene inklusive CD64 in ihrer natürlichen Konformation vor 196. Die 
durchflusszytometrischen Analysen bestätigten die Ergebnisse der ersten Untersuchungen des 
Zellmembran-ELISAs. Die Immuntoxine banden auf den CD64-überexprimierenden U937 und 
nicht auf den CD64-negativen L540 (Abbildung 12). Das Vorhandensein des CD64 wurde direkt 
über einen FITC-markierten anti-CD64 monoklonalen Antikörper nachgewiesen. Die hohe 
Antigenspezifität der Immuntoxine wurde zusätzlich auf weiteren CD64-positiven und negativen 
Zelllinien bestätigt (IIA1.6, Ramos, L540). Weiterhin konnte durch den Vergleich der 
Bindungsaktivitäten des H22(scFv)-ETA´ und H22(scFv)2-ETA´ belegt werden, dass das 
bivalente Immuntoxin bei gleicher eingesetzter Menge und Zellen zu signifikant höheren 
Fluoreszenzintensitäten (3-fach) führte als das monovalente Immuntoxin (Abbildung 25). Dies ist 
ein erster Hinweis auf eine höhere Avidität und dadurch Affinität des bivalenten Konstruktes. 
Höhere Bindungsaffinitäten durch ein bivalentes Konstrukt, im Vergleich zu einem 
monovalenten, wurde auch von Bera et. al. mit einem ETA-basierten anti-erbB2-single-chain-
fragment dokumentiert. Das bivalente Konstrukt zeigte bessere Bindeaffinitäten gegenüber 
erbB2-überexprimierte Zellen als das monovalente single-chain-fragment 197, 198. Das 
monovalente anti-CD64-Immuntoxin belegt nur eine Bindungsstelle pro Zelle im Gegensatz zum 
bivalenten Konstrukt mit seinen zwei CD64-bindenden single-chain Domänen. Das bivalente 
Konstrukt hat somit nicht nur eine andere Bindungskinetik gegenüber einem Antigen, sondern 
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kann benachbarte Rezeptoren auf den CD64-überexprimierenden Zellen querzvernetzen. Die 
Quervernetzung wiederum ist ein essentieller Mechanismus bei Makrophagen um IgG-Antigen-
Komplexe über Phagozytose zu internalisieren und zu degradieren 21, 199.  
4.2.1.2 Rezeptorvermittelte Endozytose von Immuntoxinen führt zur 
valenzabhängigen Abtötung aktivierter Monozyten/Makrophagen  
Das Binde- und Internalisierungsverhalten konnte durch konfokalmikroskopische Analysen sehr 
gut dokumentiert werden. Die Lokalisation der anti-CD64-Immuntoxine auf der Zielzelle, und 
damit eine spezifische Bindung von H22(scFv)2-ETA´ war und zwar eindeutig darzustellen 
(Abbildung 24A). Eine Konzentration von 1µg anti-CD64-single-chain-fragment-Immuntoxin 
erzielte eine homogene Bindung auf der Zelloberfläche (Abbildung 24A); die Rezeptoren 
müssten theoretisch komplett abgesättigt sein; denn durch die INF-γ-Stimulation werden bis zu 
60.000 CD64-Moleküle auf der Zelloberfläche der U937-Zellen präsentiert und die Menge von 
10-9M rekombinantem Immuntoxin reicht rechnerisch aus (105 Moleküle IT pro CD64), um alle 
Rezeptoren abzusättigen, wenn es keine diffusionsbedingten Behinderungen gibt. Für die 
Internalisierungsexperimente wurden deshalb 2x10-9M des jeweiligen Immuntoxins eingesetzt.  
In der vorliegenden Internalisierungsstudie konnte gezeigt werden, dass die beiden Immuntoxine 
an den Rezeptor binden und sich nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C in der Zelle akkumulieren 
(Abbildung 24B). Die konfokalen Bilder der Zellen nach Inkubation auf Eis 
(Rezeptorinternaliserung ist dann unterbunden) zeigen eine weitgehend homogene Verteilung 
beider Immuntoxine auf der Zelloberfläche (Abbildung 24A). Nach einer Stunde Inkubation bei 
37°C zeigte sich, dass sowohl H22(scFv-ETA) als auch H22(scFv)2-ETA´ internalisiert wurde. 
Harrison et. al. konnten in Ihren Untersuchungen zeigen, das die Bindung eines bivalenten anti-
FcγRI-mAk an den Rezeptor FcγRI diesen dazu veranlasst, sich in der Zelle zu akkumulieren und 
nicht über Recyclingprozesse zurück an die Zelloberfläche transportiert zu werden 199. Im 
Gegensatz dazu wird für die nicht quervernetzten CD64-Moleküle postuliert, dass sie, mit einem 
IgG über den Fc-Teil beladen, ebenfalls internalisiert werden aber nicht dem endosomalen 
Abbauweg zugeführt, sondern recycelt werden und zurück an die Zelloberfläche 
gelangen.Obwohl bereits nach einer Stunde Inkubation eine stärkere intrazelluläre Lokalisation 
nachzuweisen war (Abbildung 24B), wurde eine vollständige Internalisierung der Immuntoxine 
erst nach zwei Stunden Inkubation beobachtet. Eine Internalisierung von CD64 durch den Einsatz 
von anti-CD64-Ak wurde bereits bei kultivierten humanen Monozyten 200, sowie bei Bauchfell-
Makrophagen von hFcγRI transgenen Mäusen 201 und bei Patienten mit thrombozytopenischer 
Purpura (ITP) 202 beschrieben. In-vitro-Studien von Gyre et al. haben ebenfalls gezeigt,  dass die 
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Rezeptoren internalisiert werden, wenn der CD64 querzvernetzt wird 192. Für eine Aufnahme und 
zytotoxische Aktivität des monovalenten H22(scFv)-ETA scheint aber eine Quervernetzung des 
hFcγRI nicht unbedingt nötig zu sein. Offensichtlich reicht auch der von Harrisson et al. 
beschriebene Weg über die konstitutive Rezeptorinternalisierung des nicht quervernetzten hFcγRI 
aus, um genügend ETA´ im Zytosol der Zellen freizusetzen. Die erhöhte Effektivität des 
bivalenten IT könnte auf dem durch CD64-Quervernetzung induzierten Endozytoseweg und dem 
damit verbundenen Abbau des Rezeptor-IT-Komplexes in den Endosomen beruhen. Immerhin ist 
die ursprüngliche Funktionalität des  ETA´  auf diesen Weg ausgerichtet 78. Die erhöhte Toxizität 
des bivalenten Konstruktes könnte aber auch einfach durch eine erhöhte Aufnahmerate über den 
Rezeptorrezykling-Weg begründet sein. Dies wäre durch die Tatsache zu erklären, dass durch die 
zwei CD64-spezifischen Bindedomänen die Chance höher ist, dass mindestens eine der 
Bindedomänen am CD64 andockt und dann mit dem Rezeptor internalisiert wird, ohne eine 
Quervernetzung zu initialisieren.  
Es ist weiterhin bekannt, dass nach der Internalisierung und Freisetzung der katalytischen 
Domäne ins Zytosol die Zielzellen abgetötet werden 78. Demnach wird ETA´ nach der 
Internalisierung beider Konstrukte abgespalten und nach bekanntem Muster in der Zelle 
weitergeleitet um letztendlich die Zelle abzutöten. Dieser Zeitpunkt wird mit der Degradation des 
Zellkerns spätestens zwei Stunden nach Inkubation der monozytären Zelllinie mit den 
Immuntoxinen im Mikroskop sichtbar (Abbildung 24C). Ein spezifischer Zelltod konnte 
ebenfalls durch verschiedene Viabilitätsassays belegt werden. Ein Beispiel wurde in Abbildung 
24 dokumentiert. Zur Untersuchung der biologischen Aktivität der Effektordomäne ETA´ wurde 
nach erfolgreicher Verifizierung der Bindedomäne verschiedene Viabilitätsassays durchgeführt.  
Sowohl die nach Schüttelkultur als auch nach Fermentation aufbereiteten anti-CD64-
Immuntoxine, zeigten für beide Immuntoxine eine signifikante dosisabhängige 
rezeptorspezifische Toxizität ausschließlich auf der CD64+-Zelllinie; auf der CD64--Zelllinie 
konnte keine dosisabhängige Toxizität gemessen werden. Bei allen Zytotoxizitätsassays wurde 
zusätzlich Zeozin als Kontrolllösung in unterschiedlichen Konzentrationen mitgeführt und die 
Wirkung überprüft.  Die Internalisierung von Ig ist ein zweistufiger Prozess. Entweder werden 
die IgG oder/und IgG-abgeleiteten Konstrukte nach der Internalisierung von der Zelle wieder auf 
die Zelloberfläche zurückgeführt oder in einen anderen Weg umgeleitet der zur Degradation des 
Liganden führt. Wie dies von der Quervernetzung des Rezeptors abhängt, wurde ausgiebig von 
Guyre und Harrision et. al. studiert. Es wurde festgestellt, dass der CD64 das monomere IgG 
bindet und von INF-γ-stimulierenden U937-Zellen internalisiert und anschliessend schnell an die 
Zelloberfläche zurückgeführt wird. Ein nicht-IgG-besetzter CD64-Rezeptor verfolgt diesen 
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Internalisierungs- und Rückführungs-Zyklus nicht 21, 199. H22 moduliert den CD64, auch wenn 
IgG abwesend ist. H22-Rizin A (mAk, chemisch gekoppelt) wurde ebenfalls wie die beiden 
ETA-basierten rekombinanten Immuntoxine im Zytotoxizitätstest eingesetzt, wo eine 
dosisabhängige Toxizität nachgewiesen werden konnte. Man kann vermuten, dass alle 
Immuntoxine ebenfalls in den Degradationszyklus geleitet werden. Die Toxine Rizin A und 
ETA´ funktionieren auch beim alternativen Weg, der Signalweg spielt also keine Rolle. ETA´ 
besitzt eine eigene Translokationsdomäne. Da die Toxizität auf der monozytären Zelllinie jedoch 
geringer ist als beim Einsatz vom bivalenten Konstrukt, muss man annehmen, dass entweder das 
monovalente Konstrukt teilweise in den Rückführungsprozess eingeleitet wurde, oder die 
Bindungsaffinität der Immuntoxine die Aufnahme von den rekombinanten Immuntoxinen 
bestimmt. H22(scFv) stammt von H22mAb ab. Seine zwei Bindestellen erkennen ein 
extrazelluläres Epitop auf den CD64 außerhalb der Fc-Bindedomände. So kann er parallel über 
seinen Fc-Teil an die Fc-Bindetasche des CD64 binden. H22(scFv)-ETA´ fehlt der Fc-Teil, 
außerdem besitzt es nur eine Bindestelle, die an das externe CD64-Epitop binden kann. Das 
bivalente Konstrukt kann zwei der externen CD64-Epitope binden. Da das monovalente IT 
ebenfalls internalisiert wird, scheint eine Bindung an die Ligandenbindedomäne (Fc-Bindetasche) 
nicht das ausschlaggebende Signal für die Zelle zu sein, um das monovalente IT zu 
internalisieren. Dies wurde sowohl direkt mit  konfokaler Mikroskopie als auch indirekt  über 
einen Toxtest nachgwiesen. Für die U937-Zellen konnte ein IC50-Wert von 140 pM für das 
monovalente IT bestimmt werden. Das bivalente IT zeigte auf den gleichen stimulierten U937-
Zellen einen  IC50-Wert von 14 pM.  Die Beobachtung, dass Immuntoxine mit zwei statt nur einer 
Bindedomäne die Zielzellen effektiver abzutöten vermögen, wurde von verschiedenen 
Arbeitsgruppen bestätigt 203, 204. Die Ligandenbindedomäne ist zwar für die hohe Affinität des 
FcγRI gegenüber dem Liganden IgG1 verantwortlich 28. Eine spezifische Bindung und 
Zytotoxizität ist jedoch auch ohne Ligandenbindedomäne möglich. Der Unterschied besteht 
darin, dass das bivalente Konstrukt mit seiner Eigenschaft an zwei Stellen ausserhalb der 
Ligandenbindedomäne an den CD64 Rezeptor zu binden, die Zellen ebenfalls mit einer höheren 
Affinität als das monovalente Konstrukt bindet (siehe durchflusszytometrische Analyse). Die 
höhere Bindungsstärke scheint auch der Grund für eine schnellere Internalisierung in die Zelle zu 
sein, da das bivalente Konstrukt mehr Zellen abtötet als das monovalente Konstrukt. 
 
4.2.1.3 CD64 gerichtete Immuntoxine induzieren Apoptose bei CD64+ Zellen 
Eine grundsätzliche Voraussetzung für den therapeutischen Einsatz von IT ist die Abtötung der 
Zielzellen durch Apoptose. Die Apoptose ist, im Gegensatz zur Nekrose, eine morphologisch 
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distinkte, kontrollierte Form des Zelltodes. Die morphologischen Charakteristika umfassen die 
Margination von Chromatin, die Kernkondensation und Fragmentation und die Kondensation der 
Zellen unter Erhalt der Organellen. Diesem Vorgang folgt eine Fragmentation der Zellen in 
sogenannte apoptotische Körperchen, die später von benachbarten Zellen, meist von 
Makrophagen, phagozytiert werden, ohne dass eine Entzündungsreaktion nachweisbar ist 205. Die 
Dauer eines apoptotischen Vorgangs beträgt 12-24 h, wobei in Zellkultur erste morphologischen 
Veränderungen der Apoptose bereits in weniger als zwei Stunden vorliegen können 206. Der 
Verlust der Integrität der Zellmembran ist eines der frühesten Charakteristika der Apoptose. Die 
Membran stülpt sich teilweise um, wodurch das Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS) 
auf der Zelloberfläche nachzuweisbar wird, was bei gesunden Zellen ja nicht der Fall ist 207, 208. 
Diese Zellen werden durch Annexin V-FITC gebunden und im Durchflusszytometer im FL-2 
detektiert 133. Bei der Nekrose treten durch das Platzen der Zelle Zellorganellen und Zytoplasma 
aus. Dies lockt in starkem Masse Immunzellen wie Makrophagen an, die wiederum 
Entzündungsmediatoren (Zytokine) freisetzen. Dieser Prozess wäre nun gerade für die 
Bekämpfung eines von Makrophagen gestützten chronischen entzündlichen Prozesses 
kontraproduktiv. Ein Nachweis der Nekrose ist mit Vitalstoffen wie Propidium-Iodid (PI) 
möglich. Dieses Molekül wird von Zellen mit unversehrter Plasmamembran nicht in die Zelle 
hineingelassen. Nekrotische Zellen dagegen lassen PI eindringen, weil ihre Plasmamembran 
geschädigt ist. Um festzustellen, ob die Apoptose durch die hier verwendeten ETA-basierten IT 
induziert wird, wurde eine Propodium-Iodid-Färbung in Kombination mit einer Annexin-V-
FITC-Färbung durchgeführt und mittels Durchflusszytometrie gemessen. 
Die Induktion der Apoptose bei ETA-basierten Immuntoxinen führt über die Inhibition des EF-2. 
Im Gegensatz dazu führt die Applikation von H22-Rizin dazu, dass die Zellen über einen 
unterschiedlichen Wirkungsprozess ebenfalls die Apoptose induzieren. Die A-Kette des Rizins ist 
eine N-Glykosidase, die spezifisch einen Adenin-Rest der ribosomalen 28S-rRNA abspaltet. 
Dadurch wird die Proteinbiosynthese von Säugern auf mehreren Ebenen gestört. Zeozin ist ein 
Bleomycin-Analogum und bekannt dafür, dass es die DNA bindet und schneidet 209, 210. Sowohl 
der Ricin-A-gekoppelte H22m-Ak als auch das Zeozin eignen sich damit zur Kontrolle für Tests 
auf Apoptoseinduktion.  
Für das monovalente IT konnten Tur et. al. bereits eine Apotose-basierte, spezifische Abtötung 
von AML-Zellen zeigen 119. In den hier durchgeführten Versuchen war nun zu untersuchen, ob 
das monovalente IT auch auf monozytären Zielzellen Apoptose auslöst und ob das bivalente IT 
ebenfalls apoptoseinduzierend wirkt. Für beide Immuntoxine, das H22(scFv)-ETA´ und auch das 
H22(scFv)2-ETA´ wurde ab zwei Stunden nach Applikation die Zunahme der 
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apoptosespezifischen Marker, die Annexin-V-Bindung und Propidiumiodid-Anfärbbarkeit, 
gemessen (Abbildung 25). Eine Zunahme beider Parameter konnte bis 16 Stunden nach IT-
Applikation gemessen werden, wobei erwartungsgemäss zunächst der frühapoptotische Marker, 
die Annexin-V-Bindung, zunahm und zeitlich verzögert der spätapoptotische Indikator, die PI-
Anfärbbarkeit, fogte.  Nach 24 bis 96 Stunden wurden vorwiegend tote Zellen detektiert, die 
kaum noch Annexin-V-Signal aber maximales PI-Signal aufwiesen. Diese Ergebnisse zeigen, 
dass sowohl H22(scFv)-ETA´ als auch H22(scFv)2-ETA´ eine Apoptose-basierte Abtötung von 
monozytären Zielzellen induzieren. Auch das Zellgift Zeozin und der mAK H22-RicinA zeigten 
ihre zellschädigende Wirkung durch Induktion der Apoptose auf den CD64+ U937-Zellen 
(Abbildung 27) und auf den CD64- L540 Zellen (Daten nicht gezeigt). 
Beim Vergleich des monovalenten H22(scFv)-ETA´-Konstrukts mit dem H22-mAk-Rizin A im 
Apoptose-Assay, wurde deutlich, dass sowohl das single-chainbasierte Konstrukt als auch der 
Volllängenantikörper in CD64+-Zielzellen die Apoptose einleiten. Es gibt daher keine Nachteile 
bei der Verwendung der rekombinanten, verkürzten Form des anti-CD64 Konstruktes bezüglich 
der zytotoxischen Eigenschaften und der spezifischen Abtötung der Zielzellen. Das single-chain-
Fragment bindet genauso gut wie der ganze Antikörper. Der natürliche Transport von ETA in der 
Zelle, der am Ende zur Hemmung der Proteinsynthese der Zelle führt, wurde mit diesen 
Immuntoxinen erfolgreich nachgeahmt. Eine Apoptoseinduktion wurde auch für andere ETA-
basierte single-chain-Fragmente dokumentiert. Durch die unterschiedlichen scFv konnten die 
genetisch modifizierten Konstrukte unterschiedliche Zielzellen markieren und über Apoptose 
töten 211, 212. Mit den hier geschilderten Versuchen konnte für die anti-CD64-Immuntoxine ihre 
Fähigkeit zur Apoptoseinduktion zum ersten Mal erfolgreich demonstriert werden. 
 
4.3 Anti-CD64-Immuntoxine zur Bekämpfung von dysregulierten 
Makrophagen in-vivo  
In Mausversuchen wurde gezeigt, dass sich die CD64-abhängigen Prozesse, wie z.B.: 
Phagozytose, Antigen-Präsentation und Zytokin-Produktion durch verschiedene Antikörper 
verstärken lassen 133, 213. Das die CD64-überexprimierte, monozytäre Zelllinie U937 die 
Eigenschaft der Phagozytose besitzt, wurde für die hergestellten single-chain-basierten anti-
CD64-Immuntoxine erforscht (Kapitel 4.2). Die Immuntoxine zeigten in-vitro die Potenzialität, 
den CD64 rezeptorspezifisch zu binden, und nach CD64-abhängiger Phagozytose und die 
Monozyten über Apoptose abzutöten. Zur in in-vivo-Charakterisierung wurde das human-CD64+-
transgene Mausmodell, von Heijnen et. al. entwickelt 214, eingesetzt. Die hFcγRI-Expression und 
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Funktion wurde in diesem Mausmodell der humanen Situation annähernd nachgeahmt. 
Monozyten, Makrophagen und Neutrophile exprimieren physiologische Level an FcγRI, im 
Gegensatz zu den Lymphozyten und Mastzellen, die den Rezeptor nicht exprimieren 214. Die 
Funktionalität des humanen transgenen CD64 wurde in dieser Arbeitsgruppe bestätigt. Der 
Nachweis der Effektivität erfolgte durch die rezeptorspezifische Bindung von CD64-Antikörpern. 
Dieses human-CD64+-transgene Mausmodell wurde zuvor erfolgreich auch für die in-vivo-
Testung des Volllängenantikörpers H22-RizinA 53 genutzt. Das Screening und die gleichzeitige 
Überprüfung der Funktionalität des humanen CD64+-transgenen Rezeptors konnten ebenfalls 
erfolgreich für die in dieser Dissertationsarbeit hergestellten anti-CD64-Immuntoxine gezeigt 
werden. Die aus dem Mausblut stammende Monozytenpopulation wurde durch den humanen 
FITC-markierten α-CD64-Antikörper 10.1 (Isotyp IgG1 k) gebunden und zeigte eine eindeutige 
Verschiebung der Population am Durchflusszytotmeter. Diese Mäuse wurden für die in-vivo 
Charaktersierung der rekombinant hergestellten Immuntoxine (4.1.2) verwendet.  
Die Eigenschaft, aktivierte CD64+-Makrophagen abzutöten, konnte für beide Immuntoxine, 
ausser durch die in-vitro-Versuche, auch durch Experimente mit diesem Mausmodell bestätigt 
werden. Die chronsiche Entzündung wurde durch SDS auf der nackten Haut induziert. Die 
Immuntoxine wurden anschließend intradermal in die hCD64+-transgene Maus injiziert. Beide 
Immuntoxine waren fähig die hCD64+-Makrophagen zu eliminieren (Abbildung 30 und 31). Eine 
lokale Applikation des von anti-CD64-Rizin-A-gekoppelten Immuntoxins führte zur völligen 
Eliminierung der Makrophagen aus dem entzündeten Gewebe (vergl. Thepen et al. 2000). Eine 
Folge davon war das vollständige Abwandern von T-Zellen und dendritischer Zellen aus dem 
entzündeten Gewebe; die entzündungstypischen Gefäßerweiterungen wurden zum 
Normalzustand zurückgebildet. Damit ist erwiesen, dass die CD64 hoch exprimierten (CD64+) 
Makrophagen eine essentielle Rolle bei Hautentzündungen spielen und der Einsatz von 
Immuntoxinen zur Eliminierung von Hautentzündungen sinnvoll ist. Die hier durchgeführten in-
vivo Versuche zeigen klar, dass eine lokale Injektion sowohl des monovalenten als auch des 
bivalenten anti-CD64 Immuntoxins und dadurch induzierte Makrophageneliminierung einen 
vorteilhaften Effekt bei chronischen Hautentzündung, die durch SDS-Applikation verursacht 
wurde, auslöst. Anhand der Kontrollmäuse konnte gezeigt werden, dass ohne 
Immuntoxinbehandlung im Zuge der Hautentzündung massiv CD64+-Makrophagen in das 
Hautgewebe eingewandert sind. Die immunhistochemischen Färbungen von CD64+ Zellen aus 
der entzündeten Dermis der Kontrollmäuse, zeigten eine große Anzahl von angefärbten 
Makrophagen (Abbildung 31). Dagegen zeigten die gefärbten Schnitte der Mäuse die mit 
H22(scFv)-ETA´ behandelt wurden eine deutlich geringe Zahl an gefärbten Makrophagen, die 
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mit bivalentem H22(scFv)2-ETA´ Immuntoxin behandelten Hautareale zeigten nochmals deutlich 
weniger anfärbbare Zellen (Abbildung 31). Die Quantifizierung der Gewebeschnitte ergab eine 
inverse Korrelation zwischen der eingesetzten Immuntoxindosis und der Anzahl der 
Makrophagen (Abbildung 30), was eine dosisabhängige Eliminierung der aktivierten 
Makrophagen belegt. Hervorzuheben ist, das sich das bivalente Immuntoxin, H22(scFv)2-ETA´, 
in diesen Versuchen durch seine deutlich höhere Effektivität Makrophagen zu eliminieren, als der 
wirkungsvollere Immuntoxin-Kandidat, welches bereits in den in-vitro-Experimenten gezeigt 
wurde (Kapitel 4.2), erneut erwies.   
Die Tatsache, dass zwei Bindedomänen zu einer verbesserten Zytotoxizität führen, kann durch 
vier verschiedene Aspekte erklärt werden: eine schnellere Internalisierung, eine bessere Bindung, 
die Quervernetzung des CD64 Rezeptors sowie verschiedene Mechanismen die Einfluss auf die 
Internalisierung und Prozessierung des Immuntoxins in Makrophagen nehmen. 
Es ist bekannt, dass eine Fcγ Rezeptor Quervernetzung eine verstärkte Endozytose des Rezeptors 
auslöst 44. In-vitro-Studien von Gyure et al. haben gezeigt, dass die Rezeptoren internalisiert 
werden, wenn der CD64 kreuzvernetzt wird 44. Im Rahmen der durchgeführten Versuche konnte 
somit vermutet werden, dass die deutlich erhöhte Zytotoxizität des bivalenten Immuntoxins auf 
seine zwei Bindedomänen zurückzuführen ist, die eine Quervernetzung des CD64 ermöglichen 
und dadurch das bivalente IT verstärkt internalisieren lässt. Ein weiterer Grund der höheren 
zytotoxischen Eigenschaft ist die höhere Affinität des bivalenten Konstruktes im Vergleich zum 
monovalenten Konstrukt, die mittels Durchflusszytometrie (Kapitel 3.2) ermittelt wurde. Das 
bivalente Konstrukt könnte somit statistisch häufiger aufgenommen werden als das monovalente 
Konstrukt. 
Im Viabilitätsassay (Kapitel 3.2) konnte gezeigt werden, dass die Bindung der Immuntoxine an 
den FcγRI valenzabhängig ist und durch eine mögliche Quervernetzung des CD64 durch das 
bivalente Konstrukt mit seinen zwei Bindungsstellen eine bessere Bindung darstellt. Das eine 
schnellere Internalisierung von Immuntoxinen zu einer höheren Zytotoxizität führt, wurde von 
Du et. al. beschrieben 88 und unterstützt somit die in dieser Dissertationsarbeit aufgestellte These, 
dass das bivalente anti-CD64 Immuntoxin durch die zwei Bindestellen schneller aufgenommen 
wird als das monovalente Immuntoxin und deshalb toxischer wirkt. 
In vorheriger Studie zeigten Bera et al., dass die erhöhte Avidität und damit höhere Affinität 
durch ein bivalentes Immuntoxin, im Gegensatz zum monovalten Konstrukt, in einer 5- bis 20-
fach höheren Zytotoxizität in-vitro, resultierte 87. Im transgenen Mausmodell konnte diese weit 
erhöhte Toxizität jedoch nicht bestätigt werden; hier fand sich eine nur 2,5-fach höhere 
Zytotoxizität 198. Es wurde festgestellt, dass die Bindung von Immuntoxinen mit erhöhter 
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Affinität eine Barriere zum dem soliden Tumor verursachen 215, wodurch die Immuntoxine durch 
ihre hohe Affinität sofort auf den ersten Tumorzellen binden und die Möglichkeit der Diffusion 
weiterer Immuntoxine in den Tumor blockiert wird und so letztendlich der Vorteil der erhöhten 
Affinität aufgehoben wird. Chen et al. zeigte, dass  dieser Effekt am stärksten im Fall eines 
soliden Tumors auftritt 215. Dies wird auch als Grund für die Beobachtung angeführt, dass 
Immuntoxine mit höherer Avidität zwar in-vitro eine höhere Toxizität zeigen, in-vivo aber 
aufgrund der Solidität des Tumors und der gebildeten Barriere eine geringere Toxizität (2,5-fach) 
87
 zu beobachten ist. Diese Theorie kann aber nicht für das in dieser Arbeit zugrunde liegende 
Tiermodell gelten, da es sich bei den Zielzellen nicht um Tumorzellen, sondern um aktivierte 
Makrophagen, also um verstreut in der Haut liegende Einzelzellen handelt, die unabhängig von 
der Absättigung von Oberflächen mit IT immer zugänglich bleiben. Deshalb wird es im 
Tiermodell auch keine so genannte Seiten-Barriere geben. Hinzu kommt, dass der Zielrezeptor, 
CD64, eine erhöhte Internalisierung gegenüber einer Quervernetzung aufweist; das bedeutet, dass 
Immuntoxine mit Quervernetzungseigenschaften verstärkt aufgenommen werden. Eine der 
Arbeitshypothesen dieser Arbeit war, dass die höhere Bindungsaffinität des bivalenten 
Konstruktes ebenfalls eine Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit nach sich zieht, 
insbesondere durch die Quervernetzungseigenschaft, also eine effektivere Abtötung 
dysregulierter CD64-überexprimierender Monozyten induziert, welches in den in-vitro- und in-
vivo-Studien deutlich gezeigt wurde (4.2.1.2 und 4.3). Die höhere Zytotoxizität wäre somit durch 
die Quervernetzungseigenschaft des bivalenten H22(scFv)2-ETA´, erklärt. Ein weiterer Grund, 
warum der CD64 Rezeptor die Eigenschaft der verstärkten Ligandeninternalisierung nach einer 
Quervernetzung besitzt, liegt vermutlich in der Tatsache, dass sich der CD64 in spezialisierten 
Mikrodomänen (bekannt als: „lipid rafts“ und „detergent-insoluble microdomains“ (DRM)) 
konstitutiv befindet 216. Diese Mikrodomänen sind sowohl wichtige Internalisierungszentren als 
auch Signalgebungszentren 217, die eine ausschlaggebende Rolle bei der Proteinsortierung- und 
Signalisierung spielen 218. Da sich der CD64 konstitutiv in diesen Zentren akkumuliert, ist eine 
Quervernetzung und anschließende Internalisierung viel wahrscheinlicher, als wenn sich der 
Rezeptor gleichmäßig verteilt auf der Zellmembran befinden würde. Diese 
Internalisierungszentren erhöhen somit die Wahrscheinlichkeit einer Bindung und 
Quervernetzung des CD64 Rezeptors durch das bivalente anti-CD64 Immuntoxin. Das bivlante 
Immuntoxin wird deshalb besser gebunden und besser internalisiert als das monovalente 
Immuntoxin. Die spezifischen Eigenschaften des CD64, seine Anreicherung in Mirodomänen und 
seine effektive Internalisierung nach Quervernetzung durch Immunkomplexe oder bivalente 
4  Diskussion                                                                       - 110 -                         
Antikörper unterstützten die angesprochene Effizienz einer CD64-Immuntherapie speziell mit 
bivalenten Immuntoxin-Konstrukten. 
Zu verdeutlichen ist nochmals, dass die in dieser Dissertationsarbeit definierten aktivierten 
Makrophagen sowohl im artifiziellen in-vitro-System als auch im realen in-vivo-System den 
gleichen Effekt erwiesen. Dass ausschließlich die stimulierten, aktivierten Makrophagen getötet 
werden, und nicht die inaktiven, wird vermutlich von den Zellen selbst beeinflusst. Die 
biologische Funktion des CD64 wird nach neusten Kenntnissen durch die Interaktion von 
Proteineffektoren, dem Filamin A und dem Periplakin, an der cytosolischen Domäne CD64-
Rezeptor α-Kette kontrolliert/gesteuert. Durch INF-γ wird Filamin A in der Zelle hochreguliert 
40
. Beekman et al. dokumentierten, dass während der durch INF-γ induzierten 
Entzündungsreaktionen sowohl der CD64-Rezeptor 31 als auch die beschriebenen interagierenden 
Moleküle Filamin A und Periplakin hoch reguliert 40 werden. Filamin A bindet an den 
cytoplasmatischen Teil der α-Kette bei Abwesenheit eines Liganden (IgG) und stabilisiert die 
CD64-Oberflächenexpression insofern, als er den CD64 davor schützt internalisiert und 
degradiert zu werden 42, 43. In den in-vitro Versuchen wurde klar gezeigt, dass durch die 
Stimulation mit INF-γ der CD64 auf Makrophagen hoch reguliert wird. Das bedeutet, dass bei 
einem Entzündungszustand, der wie hier in dieser Dissertation mittels SDS im Mausmodell und 
INF-γ in den in-vitro Versuchen induziert wurde, Filamin A und Periplakin von den Zellen 
hochreguliert wird. Die CD64-Präsentation an der Zelloberfläche der Makrophagen wird dabei 
durch Filamin A aufrechterhalten. Liegt keine Entzündung vor, dann wird der Rezeptor abgebaut. 
Ebenso ist bekannt, dass die Interaktion von Periplakin mit der α-Kette des FcγRI eine höhere 
Ligandenbinde- und Phagozytosekapazität steuert. Diese erhöhte Ligandenbinde- und 
Phagozytosekapazität führt zu einer erhöhten Effektivität der eingesetzten Immuntoxine. Die 
aktivierten Makrophagen steuern somit die Phagozytose bzw. die Eliminierung von Pathogenen - 
und im speziellen Fall der Immuntoxintherapie: das auf den CD64 gerichtete Immuntoxin- durch 
die Signalgebung von SDS und INF-γ, selbst. Dies lässt vermuten, dass die 
Phagozytoseeingenschaft der Makrophagen bei Entzündungen programmiert ist. Eine spezifische 
Internalisierung von anti-CD64 Immuntoxinen und deren Wirksamkeit ist somit sichergestellt.   
Abschließend sei nochmals das außerordentliche Wirkungsspektrum des Fc-Rezeptors CD64 
hervorgehoben, das es ermöglicht hat, ihn als zentrales Instrument für die therapeutische 
Eliminierung von Monozyten bei verschiedenen Monozyten-abhängigen Krankheiten, zu nutzen. 
Bei Leishmania-Patienten wurde ebenfalls eine erhöhte CD64-Expression auf den Monozyten 
nachgewiesen. Durch den Einsatz von H22(scFv)-ETA´, hergestellt unter den in 3.1.2.2 
ausgearbeiteten Verfahren, konnte gezeigt werden (persönliche Mitteilung: Van Weyenberg), 
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dass das Immuntoxin die Überlebensraten von Leishmania-infizierten humanen Makrophagen 
signifikant inhibiert.  
Das bivalente Konstrukt wirkte sowohl in-vitro als auch in-vivo besser als der monovalente 
Partner. Durch die Applikation, bzw. der Markierung des CD64 mit dem spezifischen 
H22(scFv)2-ETA konnten bei hFcγRI transgenen Mäusen die Makrophagen nahezu vollständig 
eliminiert werden, was zu einem kompletten Entzündungsrückgang der Maushaut führte. Das 
verdeutlicht den wirkungsvolleren und vorteilhafteren Einsatz des verbesserten bivalenten 
Immuntoxins im Vergleich zum monovalenten Immuntoxin. Für eine Behandlung kutaner 
Entzündungen bei Patienten mit chronischen Hauterkrankungen ist das bivalente Immuntoxin viel 
besser geeignet als das monovalente Immuntoxin. 
 
5 Ausblick 
Die in dieser Dissertationsarbeit eingesetzen anti-CD64 Immuntoxine haben sich im Tiermodell 
als wirksame und potentielle Kandidaten zur Eliminierung von CD64+ dysregulierten 
Makrophagen bei chronischen Hautentzündungen erwiesen. Dennoch sind Änderungen, 
Optimierungen und weitere Charakterisierungen der Konstrukte unumgänglich, bevor diese als 
Therapeutikum eingesetzt werden können.  
Durch eine Deletion am ETA könnte zusätzlich eine verbesserte Translokation und Zytotoxizität 
erzielt werden, in dem Bereiche der Translokationsdomäne, die einen inhibitorischen Einfluss auf 
die Translokation ausüben, eliminiert werden 219. Es ist auch zu 
erwähnen, dass ETA bestimmte Sequenzen (B-Zell-Epitope) besitzt die an B-Zellen binden und 
dadurch die Bildung von mAk auslöst 220. Aktuell wurde von der Arbeitsgruppe Onda et al. an 
einem ETA-basierten Immuntoxin gezeigt, dass durch Deletion dieser B-Zell-Epitope eine 
signifikante Verringerung der Immunogenität des Immuntoxins im Vergleich zu dem 
unveränderten Immuntoxin erzielt werden kann 221.  
Optimierungen im Aufreinigungsprozess und Formulierungen des gereinigten Proteins könnten 
den Anfälligkeiten der Immuntoxine gegenüber typischen physikochemischen 
Veränderungen während des Aufarbeitungsprozesses und Lagerung, wie einer Deamidierung 
oder Oxidation, entgegenwirken 222.  
Im Rahmen der durchgeführten Versuche konnte nicht erwiesen werden, ob die deutlich erhöhte 
Effektivität des bivalenten Immuntoxins auf die erhöhte Affinität bedingt durch eine erhöhte 
Avidität des Moleküls oder auf eine Quervernetzung des CD64 und damit eine erhöhte 
Internalisierungsrate zurückzuführen ist. Durch eine Oberflächenplasmonenresonanz-
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Spektroskopie-Analyse (BIAcore-Analyse) könnte anhand der Affinitätsbestimmung der anti-
CD64 Immuntoxine zu CD64 diese Frage zum Teil geklärt werden. Bezüglich der 
Quervernetzung und schnelleren Internalisierung des FcγRI könnte eine zeitaufgelöste 
Konfokalmikroskopie mit Fluoreszenz markierten Immuntoxinen Aufschluss geben.  
Ein weiterer Ausblick wäre einen Fokus auf die Verringerung der Immunogenität durch die 
Applikationsart von Immuntoxinen zu legen. Die Immuntoxine wurden in dieser Arbeit 
intradermal in die transgene Maus verabreicht, was zu einer Aufhebung der Hautentzündungen 
führte. Eine intravenöse Applikation wie sie bei Krebstherapien eingesetzt wird 70 wäre auch 
möglich, weil nur die aktivierten Makrophagen durch das anti-CD64 Immuntoxin abgetötet 
werden. Jedoch sind mögliche Nebenwirkungen, wie das Vascular Leak Syndrom, durch eine 
intravenöse Verabreicherung des Immuntoxins eingeschränkter wenn sie auf die Haut 
aufgetragen werden. Bei einer lokalen Applikation werden die Endothelzellen im Gegensatz zur 
intravenöse Applikation nicht direkt einer hohen Immuntoxindosis ausgesetzt, welches zu 
Endothelschädigung führt 74, 75, 88. Ein weiterer Vorteil durch eine Applikation der Immuntoxine 
auf der Haut, zum Beispiel durch eine Creme-basierte Formulierung, wäre, dass die Dosis der 
Immuntoxine im Gegensatz zur intravenösen Applikation niedrig gehalten werden kann 71. Eine 
niedrige und auch optimierte Dosierung von Immuntoxinen würde die Antikörper-Immunogenität 
verringern und dadurch zu einer längerfristigen Effektivität des Immuntoxins beisteuern 70.  
Durch intensive Untersuchungen insbesondere der Arbeitsgruppe von Pastan an ETA-basierten 
Immuntoxinen ist bekannt, dass ETA fähig ist neutralisierende Antikörper zu induzieren, die eine 
Immuntoxin-Applikation limitieren. Das ist der Grund warum die in dieser Dissertationsarbeit 
charakterisierten ETA-basierten anti-CD64 Immuntoxine nicht für den klinischen Gebrauch 
hergestellt wurden. Um die Immunogenität von therapeutischen Antikörpern stark einzugrenzen 
werden in der derzeitigen Forschung und Entwicklung komplett humane Antikörper entwickelt 81, 
82
. In verschiedenen Arbeitsgruppen wurden bereits komplett humane zytotoxische Proteine wie 
Granzyme B oder einer Ribonuklease entwickelt 83, 84. Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde 
parallel zu dieser Dissertationsarbeit erfolgreich das Granzym B basierte humane Immuntoxin 
gegen CD64 GranzymB-H22(scFv) zur Behandlung von aktivierten CD64-positiven 
Makrophagen hergestellt, bei dem das immunogene Potential fehlt 85. Das finale Konstrukt für 
klinische Untersuchungen wäre ein Immuntoxin, das sich aus allen Ergebnissen die in unserer 
Arbeitsgruppe generiert wurden zusammenstellt. Für eine wiederholte Applikation wäre dieses 
Konstrukt eines humansierten oder komplett humanen anti-CD64 Immuntoxins in Zukunft 
denkbar. Nach dem klar in dieser Dissertationsarbeit gezeigt wurde, das durch bivalente 
Immuntoxine eine deutlich höhere Wirksamkeit erzielt werden kann, wäre ein weiterer logischer 
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Schritt im Hinblick auf eine Immuntherapie, einen Fokus auf die Konstruktion eines bivalenten 
anti-CD64 Immuntoxins mit humanem Toxin zu legen. Bekannte ETA spezifische 
Nebenwirkungen wie die hohe Immunogenizität, das Vaskular-Leak Syndrom und 
Leberschädigungen könnten somit umgangen werden 223, 224. Weiterhin können die Konstrukte 
hinsichtlich ihrer spezifischen Toxizität verbessert werden. Hetzel et al. konnte parallel zu dieser 
Dissertationsarbeit durch das komplett humanisierte IT H22(scFv)-Angiogenin vergleichbare 
Toxizitäten wie beim monovalenten H22(scFv)-ETA (Tur et. al) auf U937 Zellen erzielen 119. 
Durch den Einbau eines Endosomen spaltbaren Adapterpeptides zwischen Antikörper- und 
Toxindomäne des Immuntoxins konnten 10-fach höhere Toxizitäten erzielt werden 86. 
Abschließend ist zu erwähnen, dass durch den Einsatz von humanisierten, nicht ETA basierten, 
Immuntoxinen die Expression in Säugerzellkulturen realisiert werden kann. Dies war aufgrund 
der Wirkweise des ETA nicht möglich. Die Kulturen würden eine bessere und schnellere 
Reinigung der rekombinanten Immuntoxine ermöglichen, da sie aus dem im Vergleich zum E. 
coli Periplasma sehr proteinarmen Zellkulturüberstand gereinigt werden könnten. Die Herstellung 
von rekombinanten therapeutischen Antikörpern in Säugerzellen hat ebenfalls den enormen 
Vorteil einer höheren Stabilität der sekretierten Produkte und der korrekten post-translationalen 
Modifikationen von humanen Proteinen sowie der höheren Herstellungssicherheit von 
Biopharmazeutika 225. Die Fähigkeit solche humanen Toxine mittels Fermentation schnell 
herzustellen, ermöglicht es Immuntoxin-Therapeutika mit viel geringeren Kosten anzubieten, was 
für die weitere Entwicklung und klinische Evaluation viel  versprechend ist. 
Die anti-CD64 Immuntoxine stellen eine neue mögliche Immuntherapie dar, die eine alternative 
Behandlung von Patienten mit chronischen Entzündungen ermöglicht. Durch die Abtötung der 
dysregulierten aktivierten Markophagen, die für die Pathologie der Erkrankung verantwortlich ist, 
können die Gewebeentzündungen längerfristig eliminiert werden und danach auf eine 
Standardtherapie (Steroidbehandlung, usw.) zurückgegriffen werden.  
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6 Zusammenfassung 
Dysregulierte, aktivierte Makrophagen spielen bei verschiedenen chronisch entzündlichen 
kutanen Erkrankungen eine entscheidende Rolle. Die Tatsache, dass nach selektiver Eliminierung 
der CD64 überexprimierenden Makrophagen, durch CD64 Immuntoxine (Volllängenantikörper 
mit einem Toxin), es zu einer Auflösung von chronischen Entzündungen kommt, bestätigt dies. 
Die Immuntoxine aus erster Generation können jedoch nicht in homogener Qualität hergestellt 
und ihre biologischen und physikochemischen Eigenschaften kaum optimiert werden. 
Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es deshalb, rekombinante ETA´-basierte single-
chain-Fragmente gegen das Zielmolekül CD64 herzustellen und als mögliche Therapieform bei 
chronischen (Haut)-Entzündungen zu überprüfen. Sowohl das monovalente H22(scFv)-ETA´ als 
auch das bivalente H22(scFv)2-ETA´ Immuntoxin sollten in E. coli hergestellt, aufgereinigt und 
die biologischen Eigenschaften sowohl in-vitro als auch im Tiermodell charakterisiert werden. 
Der Focus lag dabei auf dem Vergleich des monovalenten mit dem bivalenten Immuntoxin in-
vitro und in-vivo. Das bivalente Immuntoxin sollte über seine CD64 quervernetzende Eigenschaft 
deutlich besser von den dysregulierten Makrophagen aufgenommen werden als das monovalente 
Immuntoxin und damit auch eine verbesserte spezifische Zytotoxizität entwickeln. 
Die Immuntoxine wurden nach Fermentation erfolgreich durch die Kombination von 
verschiedenen chromatographischen Verfahren wie IMAC, SEC und HAPC aus dem E. coli 
Periplasma gereinigt. Die HAPC entfernte idealerweise nicht nur effektiv bakterielle Endotoxine 
(≤ 0,5 EU/ml), sondern war auch in der Lage Degradationsprodukte der beiden Immuntoxine 
stark abzureichern. Im Zuge dieser Arbeit wurden erfolgreich Fermentations-, Reinigungs- und 
Lagerungsprotokolle etabliert, mit denen es möglich wurde hohe Mengen an Immuntoxinen für 
die Analysen über einen längeren Zeitraum ohne Aktivitätsverlust zur Verfügung zu stellen. Die 
produzierten Mengen an Immuntoxin lagen nach Reinigung für H22(scFv)-ETA´ bei 2 mg/L und 
für H22(scFv)2-ETA´ bei 0,5 mg/L.  
Die spezifische Bindung der gereinigten Immuntoxine konnte mittels Durchflusszytometrie und 
ELISA eindeutig bestätigt werden. In-vitro wurde außerdem eine rezeptorvermittelte Endozytose 
mittels Konfokalmikroskopie visualisiert, die im Zytotoxizitätstest eindeutig zu einer 
spezifischen konzentrationsabhängigen Abtötung der monozytären U937 Zellen führte. Der 
ermittelte IC50-Wert des bivalenten Konstruktes erwies sich als 10-fach niedriger (14 pM) als der 
IC50-Wert des monovalenten Immuntoxins (140 pM). Zusätzlich konnte mit einem AnnexinV-
Assay für beide Immuntoxine die geforderte Abtötung der Zielzellen über den Weg der Apoptose 
nachgewiesen werden.  
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Zur Untermauerung der hervorragenden in-vitro ermittelten Toxizitätsdaten erfolgte die in-vivo 
Testung im Tiermodell an transgenen hCD64+ Mäusen. Beide Immuntoxine zeigten nach 
Applikation eine drastische Reduktion der lokalen CD64+ Makrophagenpopulationen in 
chronisch entzündeter Maushaut. Auch hier zeigte sich das bivalente Immuntoxin überlegen: mit 
H22(scFv)ETA´ sank die Anzahl der CD64+ Makrophagen auf 21 %, wogegen eine Behandlung 
mit  H22(scFv)2ETA´ die Anzahl der CD64+ Makrophagen auf nur 4,8 % senken konnte. Die 
Anzahl an überlebenden Zellen nach Immuntoxinapplikation war signifikant (*p>0,001). Damit 
sind die Tierdaten statistisch als eindeutig anzusehen. 
Zusammengefasst betrachtet ist zu sagen, dass beide rekombinanten Immuntoxine niedrige IC50- 
Werte haben, die sie für eine Behandlung von Krankheiten mit dysregulierten, aktivierten 
Makrophagen auszeichnet. 
Diese Daten zeigen zum ersten Mal, dass das bivalente Immuntoxin im Vergleich zum 
monovalenten Immuntoxin sowohl in-vitro als auch in-vivo eine stärkere Zytotoxizität aufweist. 
Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine erhöhte Effektivität mit einer erhöhten 
Valenz eindeutig korreliert. 
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8 Anhang 
8.1 Vektorkarten der bakteriellen pMT Plasmide  
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Abbildung 32: Vektorkarte von pMT-H22(scFv)-ETA´: pMT-H22(scFv)-ETA´ stammt von dem pET 26 
Vektor ab. Der Vektor enthält C-terminal anti-CD64scFv und  N-terminal das ETA´. F1 ori = origin of replication 
für die Produktion einzelsträngiger DNA  durch den Phagen M13; Kan R= Kanamyzinresistenzgen; lacI = Lac-
Repressor; pelB = Signalsequenz für den Transport ins Periplasma; T7 prom= IPTG induzierbarer Promotor; 10xHis: 
Polyhistidinsequenz zur Detektion und Reinigung des rekombinanten Proteins; VH, VL: schwere und leichte Kette 
des H22(scFv); ETA´= Deletionsmutante des Pseudomonas aeroginosa Exotoxins; EK-site: 
Enterokinaseerkennungsstelle; NCol, Sfi, SacI, NotI, Blpl= Restriktionsenzyme; (G4S)3: Glyzin-Serin-Linker 
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Abbildung 33: Vektorkarte von pMT-H22(scFv)2-ETA´: pMT-H22(scFv)2-ETA´ stammt von dem pET 26 
Vektor ab. Der Vektor enthält C-terminal anti-CD64scFv2 und  N-terminal das ETA´. F1 ori = origin of replication 
für die Produktion einzelsträngiger DNA  durch den Phagen M13; Kan R= Kanamyzinresistenzgen; lacI = Lac-
Repressor; pelB = Signalsequenz für den Transport ins Periplasma; T7 prom= IPTG induzierbarer Promotor; 10xHis: 
Polyhistidinsequenz zur Detektion und Reinigung des rekombinanten Proteins; VH, VL: schwere und leichte Kette 
des H22(scFv); ETA´= Deletionsmutante des Pseudomonas aeroginosa Exotoxins; EK-site: 
Enterokinaseerkennungsstelle; NCol, Sfi, SacI, NotI, Blpl= Restriktionsenzyme; G4S, (G4S)3: einfacher und 
dreifacher Glyzin-Serin-Linker 
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8.2 Protein- und DNA-Sequenzen der rekombinanten anti-CD64 
Immuntoxine 
8.2.1 H22(scFv)-ETA´ 
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8.2.2 H22(scFv)2-ETA´ 
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8.3 Buchstaben-Code der Aminosäuren 
Aminosäuren mit polaren Seitenketten: 
 
Serin    Ser   S   
Threonin   Thr   T  
Cystein   Cys   C  
Tyrosin   Tyr   Y  
Asparagin   Asn   N  
Glutamin   Gln   Q  
 
 
Aminosäuren mit apolaren Seitenketten: 
 
Glycin    Gly   G 
Alanin   Ala   A 
Valin    Val   V 
Leucin   Leu    L 
Isoleucin   Ile   I 
Prolin    Pro   P 
Phenylalanin   Phe   F 
Tryptophan   Trp   W 
Methionin   Met   M 
 
Aminosäuren mit geladenen Seitenketten: 
 
Aspartat   Asp   D 
Glutamat   Glu   E 
Lysin    Lys  K 
Arginin   Arg   R 
Histidin   His   H 
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8.4 Abkürzungsverzeichnis 
A   Adenin (in Verbindung mit DNA) 
AA  Acrylamid 
AD  Atopische Dermatitis 
Ag  Antigen 
Ak  Antikörper 
AP  alkalische Phosphatase 
APS   Ammoniumpersulfat 
AS  Aminosäure 
BID   „BH3 interacting domain death agonist”, 
BSA   Rinderserumalbumin 
C  Cytosin (in Verbindung mit DNA) 
CD  Clustor of Differentiation, Oberflächenmarker 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DTT   Dithiothreitol 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
ER  endoplasmatisches Retikulum 
ETA   Pseudomonas Exotoxin A, bekannt auch unter der Abkürzung PE 
et al.  und andere 
Fab   „fragment antigen binding“, Fragment der Antigen-Bindungsstelle 
Fc   „fragment constant“, Fragment der konstanten Region 
Fv  „fragment variable“, Fragment der variablen Region 
FACS   „Fluorescence Activated Cell Sorting“ 
FCS   fötales Kälberserum 
FITC   Fluoreszeinisothiocyanat 
FPLC   „fast protein liquid chromatography“ 
g   Gramm 
G   Guanin (in Verbindung mit DNA) 
GAM   Ziege anti Maus (Antikörper) 
His   Histidin-Tag zur Proteinreinigung 
IgG  Immunglobulin der Subklasse G 
IMAC   Immobilisierte Metall-Affinitäts-Chromatographie 
IT  Immuntoxin 
ITs  Immuntoxine 
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Kan   Kanamyzin 
KanR  Kanamyzinresistenz 
kDa   Kilodalton 
KDEL  ER-Rückhaltesignal 
l   Liter 
µ   mikro 
m   milli 
M   molar 
mAk  monoklonale(r) Antikörper 
MCS   multiple Klonierungsstelle 
min.   Minute(n) 
n   nano 
NBT/BCip  Nitro Tetrazolium Blue Chloride/5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat 
Ni   Nickel 
nm   Nanometer 
NTA   Nitrilotriessigsäure 
OD   optische Dichte 
PBS   „phosphate buffered saline“ 
PE   Pseudomonas Exotoxin A 
PI   Propidiumiodid 
RA  Rheumatoide Arthritis 
s.   siehe 
scFv   „single-chain fragment-variable“, rekombinant erzeugtes einzelsträngiges 
Fragment der variablen Domänen eines Antikörpers 
SCID   „severe combined immunodeficiency“ 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
sec.   Sekunden 
Std.   Stunde(n) 
T  Thymin (in Verbindung mit DNA) 
TAE   Tris/Acetat/EDTA 
TEMED  Acrylamid-N,N’-Methylen-bisacrylamidtetramethylendiamin 
TGS   Tris/Glycin/SDS 
Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
ÜN   über Nacht 
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U/min.  Umdrehungen pro Minute 
V   Volt 
VH   variable Region der schweren Kette eines Antikörpers 
VL   variable Region der leichten Kette eines Antikörpers 
Vol.   Volumen 
v/v   Volumen pro Volumen 
w/v   Gewicht pro Volumen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Danksagung 
 
Herrn Prof. Rainer Fischer danke ich für die Möglichkeit, meine Doktorarbeit am 
Institut für Biologie VII der RWTH anfertigen zu können und für die Übernahme 
des Referates und die freundliche Betreuung. 
 
Für die freundliche Übernahme des Koreferates danke ich Prof. Dr. Dr. Stefan 
Barth.  
 
Herrn Prof. Lothar Rink danke ich für die unkomplizierte Zusage, als dritter Prüfer 
in meiner mündlichen Prüfung zu fungieren. 
 
Die vorliegende Arbeit wurde unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. Dr. Stefan Barth 
durchgeführt. Ihm danke ich herzlich für die Möglichkeit die Doktorarbeit 
durchführen zu können, für seine unendliche Geduld und seine wissenschaftlichen 
Anregungen. 
 
Dr. Theophilus Thepen danke ich für die Betreuung während der Doktorarbeit und 
ständige Hilfsbereitschaft während der Durchführung der in-vivo Versuche.  
 
Dr. Michael Huhn danke ich für die Betreuung hinsichtlich der Herstellung und in-
vitro Charakterisierung von rekombinanten Proteinen.  
 
Dirk Scheffler und Jürgen Müller danke ich für die Durchführung und Hilfe bei der 
Fermentation und Ionenaustauschchromatographie. 
 
Bei Reinhard möchte ich mich für die Hilfsbereitschaft bei der Aufreinigung und 
Bereitstellung von H22(scFv)-ETA´ für das IMHOTEP Projekt bedanken.  
  
Ganz besonders möchte ich mich bei der gesamten PPD Arbeitsgruppe bedanken, 
die im Labor während meiner Schwangerschaft aufgepasst hat und viel Verständnis 
aufgebracht hat.  
 
Der ehrenvollste Dank gilt Dieter, danke für deine Korrektur! 
 
Ein liebevoller Dank gilt meinen Eltern für die ständige Nachfrage, wann ich denn 
endlich fertig bin und für eure Unterstützung.  
 
Der herzlichste und liebevollste Dank gilt meinem Mann Markus und meinen 
Kindern Lynn und Henning Wim. Diesen Dank mit vielen Worten auszufüllen, 
würde den Rahmen der Danksagung sprengen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Lebenslauf 
 
 
Persönliche Daten 
 
Name:    Ribbert, geb. Schuler 
Vorname:   Tanja  
Geburtsdatum:   18. Juni 1978 
Geburtsort:    Aachen 
Staatsangehörigkeit:  deutsch 
  
 
Berufstätigkeit 
 
08/2004 - 05/2007: Wissenschaftliche Angestellte am Fraunhofer IME, 
Abteilung Pharmazeutische Produktentwicklung 
 
03/2004 - 08/2004: Nichtwissenschaftliche Angestellte am Fraunhofer IME, 
Abteilung Pharmazeutische Produktentwicklung 
 
Promotion 
 
08/2004 -  03/2010:  Promotion am Fraunhofer Institut für Molekularbiologie 
und Ökologie (IME) in Aachen unter der Leitung von 
Prof. Fischer 
 
 
 
 
 Studium 
 
10/1998 -  03/2003:  Studium Bioingenieurwesen an der FH Aachen,           
Abt. Jülich 
Studienschwerpunkt: biotechnologische Verfahren 
Abschluss: Diplom-Ingenieurin  
 
10/2002 -  03/2003: Diplomarbeit bei der ORTHOGEN AG   
 
03/2002 - 08/2002:  Praktisches Studiensemester bei der ORTHOGEN AG  
 
 
 
Schulbildung 
 
10/1990 -  06/1998:  Städtisches Gymnasium Übach-Palenberg 
Abschluss: Abitur  
10/1988 -  06/1990:  Gymnasium Calvarienberg in Ahrweiler  
 
 
 
